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Resumo

A crescente utilizacdo do método de selecdo recorrente para conduzir o
melhoramento de populacbes de ampla base genética em arroz tem requerido, cada vez
mais, uma apreciacao da eficiéncia de suas etapas. Nesse estudo, a populacéo de arroz de
terras altas CNA-7 - da Embrapa Arroz e Feijao, no Brasil - e a populacdo PFD-1
desenvolvida para condigées irrigadas - da Fundacion para Investigacién Agricola DANAC,
na Venezuela - foram monitoradas ao longo de seus ciclos de selecdo recorrente. O
progresso genético foi avaliado na populacdo CNA-7 e a variabilidade genética foi estimada
em ambas. No capitulo 1, se apresentam os resultados do progresso genético. Eles indicam
que os procedimentos de avaliacéo e selecdo aplicados foram eficientes para incrementar a
resisténcia a brusone na folha (Bl) em 13,1% no ciclo 1 e em 6,1% no ciclo 2; no entanto,
nao o foram para brusone no pescoc¢o da panicula (NBI) na populagcdo CNA-7. Nos capitulos
2 e 3, as andlises dos dados de microssatélites mostraram que para ambas as populagdes
os valores de diversidade de Nei ndo se alteraram em termos estatisticos ao longo dos ciclos
estudados. Isso significa que ndo sdo necessarias novas introducoes de genitores nas
populacdes. Na CNA-7, esse valor foi de 0,66 para o ciclo 0 e de 0,63 para o ciclo 2,
enquanto que na PFD-1 a estimativa foi de 0,60 para o ciclo 0 e de 0,57 para o ciclo 1. O
namero de alelos/locos encontrados nos diferentes ciclos (5,3; 5,0 e 5,2; 4,5) indicaram uma
grande variabilidade genética nas duas populacdes. Adicionalmente, os marcadores
moleculares ajudaram a detectar um nimero de homozigotos maior do que o esperado
assumindo-se a ocorréncia de panmixia. Conclui-se que o monitoramento das populacoes
por meio das estimativas de ganho genético e da diversidade genética é uma ferramenta

importante para a selegao recorrente em arroz.

Palavras-chave: arroz; selegdo recorrente; melhoramento genético populacional;

ganho com selecao; brusone; diversidade genética; marcadores moleculares.
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Abstract

The growing utilization of the recurrent selection method to conduct breeding
populations of broad genetic-base in rice has increasingly demanded an appreciation on the
efficiency of its phases. In this study, the upland CNA-7 rice population - from Embrapa Arroz
e Feijao, in Brazil - and the lowland PFD-1 population — from Fundacién para Investigacion
Agricola DANAC, in Venezuela - were monitored along its recurrent selection cycles. Genetic
gain was evaluated in the CNA-7 population, and genetic variability was estimated in both. In
chapter 1, the results of the genetic gain are shown. They indicate that the evaluation and
selection proceedings applied were efficient to increase the blast resistance (Bl) by 13.1% in
the cycle 1, and by 6.1% in cycle 2; however, they were not efficient to increase neck blast
resistance (NBI) in the CNA-7 population. In chapters 2 and 3, the analyses of microsatellite
data showed that to both populations the values of Nei’s diversity did not change in statistical
terms throughout the cycles studied. This means that introducing genitors in the populations
is not required. In CNA-7, the value was 0.66 to cycle 0 and 0.63 to cycle 2, while at PFD-1
this value was 0.60 to cycle 0 and 0.57 to cycle 1. The values of alleles/loci found in different
cycles (5.3; 5.0 and 5.2; 4.5) indicated great genetic variability within both populations.
Moreover, the molecular markers helped to detect bigger number of homozigotes than it was
expected by panmixy. The conclusion is that monitoring the populations evaluating genetic

gain and genetic diversity is a very important tool to recurrent selection in rice.

Key-words: rice, recurrent selection, population breeding, genetic gain, blast, genetic

diversity, molecular markers.
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Introducao geral

O arroz é importante na alimentagcdo humana. Trata-se do terceiro grao mais
consumido no mundo, perdendo apenas para o milho e o trigo. Na América Latina,
seu consumo € de aproximadamente 30 kg per capita / ano de grdos em casca
(paddy). Desde os anos 60, a producdo mundial vem apresentando uma tendéncia
de aumento e, segundo as projecoes de crescimento populacional, devera ser
incrementada em 800 mil ton/ano para atender a demanda potencial.

Esse aumento na producao foi devido, basicamente, a dois fatores, expanséo
da area cultivada e aumento na produtividade. Influenciaram no segundo fator a
melhoria no manejo da cultura e a produc¢do de melhores cultivares. O melhoramento
genético, nos ultimos anos, contribuiu para o lancamento de muitos cultivares com
caracteristicas como resisténcia a doengas, precocidade, tipo de planta, qualidade
de graos e, obviamente, elevado potencial produtivo.

Com énfase na producdo de cultivares cada vez melhores e com as
caracteristicas exigidas pelo mercado, os melhoristas da América Latina
concentraram-se na utilizacdo de um pequeno grupo de genitores em seus
programas de melhoramento genético. Isso representou um estreitamento na base
genética das cultivares plantadas. Esse aspecto pode ter como consequiéncia uma
maior vulnerabilidade da cultura ao ataque massivo de novas pragas e patégenos, e
a dificuldade na obtencgéo de gendtipos superiores aos ja existentes.

Com a intencdo de buscar uma solugdo para esse problema, o0s
pesquisadores passaram a utilizar o melhoramento populacional do arroz como uma
alternativa adicional aos métodos disponiveis para a melhoria das espécies
autdbgamas. A metodologia parte da sintese de populacdes de ampla base genética,
através da realizacao de cruzamentos entre varios genitores de origem e constituicao

genética diversas. No caso do arroz, estes cruzamentos foram facilitados pela
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utilizacdo de um gene de androesterilidade, que, introduzido na populagao, permite o
cruzamento aleatério entre os individuos, sem a necessidade da emasculagcéao
artificial. Ao se conduzir essas populagdes através de ciclos de selegao recorrente é
possivel acumular genes favoraveis ao longo das geragdes, e permitir que eles se
combinem. Dentro dessas novas combinacées genéticas que deve ser possivel

selecionar genotipos superiores.

O melhoramento populacional em arroz teve inicio em 1984, na Embrapa
Arroz e Feijao, Goiania, Goias, Brasil, em um convénio com o "Centre de coopération
internationale en recherche agronomique pour le développement” (CIRAD, antigo
IRAT), Montpellier, Franga. Em 1989, essa estratégia passou a ser utilizada pelo
Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT), Cali, Colébmbia, em convénio
com o CIRAD. Em 1996, essa metodologia chegou ao programa de melhoramento
genético da “Fundacién para la Investigacién Agricola Danac (FD)”, San Felipe,
Yaracuy, Venezuela. Atualmente, a Embrapa Arroz e Feijao e a “FD” sao as duas
organizagdes dentro da América Latina que maiores esfor¢os tém dedicado ao uso

dessa metodologia.

Monitorar o progresso genético realizado com os ciclos de selegao recorrente,
bem como a alteragdo que esse processo causa na variabilidade genética presente
na populacao é fundamental para que os melhoristas tomem decisdes que permitam
incrementar a eficiéncia de seus programas. Algumas maneiras que os melhoristas
tém para avaliar se os procedimentos que vém adotando estdo sendo eficientes sao:
1) verificar alteragdes na média da populacao; 2) avaliar os efeitos nas freqiéncias
alélicas; e 3) estimar as alteragdes na variabilidade genética da populagéo.

Este trabalho teve dois objetivos principais: 1) avaliar o progresso genético
para resisténcia a doenga brusone, tanto na folha como no pescogo da panicula,
resultante de dois ciclos de selecao recorrente na populagcdo CNA-7 e 2) avaliar os
efeitos dos ciclos de selecao recorrente na diversidade genética de populacdes de
arroz melhoradas no Brasil (CNA-7) e na Venezuela (PFD-1).
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Reviséo geral de literatura

Arroz (Oryza sativa L.)

O arroz é um cultivo de grande importéncia por ser uma entre as 15 espécies
responsaveis por 90% da alimentagdo mundial (PATERNIANI, 2000). Na América
Latina, seu consumo anual per capita girava em torno de 10 kg de arroz em casca
nos anos 1920 e subiu para aproximadamente 30 kg nos anos 1990 (CIAT, 2002). E
um produto, geralmente relacionado a alimentacao da populacao de baixa renda

gue, na América Latina, corresponde a 40% da populagéao total (CIAT, 2002).

O arroz apresenta um sistema de reproducao naturalmente autégamo
(CASTRO et al., 1999), ou seja, que se autofecunda antes da antese, fenébmeno
conhecido como cleistogamia. Como consequiéncia, a variabilidade genética se

manifesta entre progénies endogadmicas mas nao dentro destas.

As espécies cultivadas dentro do género Oryza séo: O. glaberrima e O.
sativa (CASTRO et al.,, 1999). O cultivo da primeira predomina no continente
Africano e a segunda esta distribuida em praticamente todos os paises do mundo.
Historias de domesticacao desta ultima espécie levaram a sua diferenciacao nas
subespécies indica e japonica (CHEN et al., 1994). Em geral, os graos longos e
finos e o cultivo em condigbes irrigadas eram caracteristicas dos tipos indica,
enquanto os tipos japonica apresentavam seus graos do tipo cateto, que sdo mais
curtos e tém menor contetdo de amilose, produzindo um grao pegajoso (TERRES
et al., 1999). No Brasil, os tipos japonica eram plantados com o sistema de cultivo
de terras altas (sequeiro) e os tipos indica sob irrigacao, diferencas essas, ja nao

perceptiveis nas variedades atuais.

Dentro da América Latina, os principais sistemas de cultivo do arroz sdo os

de varzeas, com 55% da area, e de terras altas, com 45%
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(http://www.ciat.cgiar.org/riceweb/background.htm), no Brasil, entretanto, essas
cifras se invertem em relacdo a area de plantio, isto € 60% em cultivos de terras
altas e 40% em cultivo de varzeas; mas, se mantém em relacao a produtividade em
40% de terras altas e 60% de varzeas (Embrapa Arroz e Feijao, 2002). No sistema
de varzea brasileiro, a produtividade média é de 5,5 ton/ha (AGRIANUAL, 2003). Na
Venezuela a situacdo € bem diferente: o sistema de terras altas praticamente ndo
existe e a produtividade média é de 4,6 ton/ha.

Dos anos 60 até 1995, a produtividade média do arroz irrigado em toda
América Latina subiu de 3,3 para 4,6 ton/ha (CIAT, 2002), isso gracas,
principalmente, a utilizagao de variedades geneticamente melhoradas.

O melhoramento genético do arroz

O melhoramento genético de qualquer cultura caracteriza-se por sua
dinamica, visto que tem que acompanhar e vislumbrar as demandas dos diferentes
elos da cadeia produtiva (CASTRO et al.,, 1999). Cada programa € conduzido
objetivando atingir alvos especificos, como a resisténcia a enfermidades, a melhoria
da qualidade de grdaos ou mesmo a adaptagcado a ambientes especificos (CASTRO
et al., 1999).

Sob uma perspectiva histérica, os programas de melhoramento poderiam ser
genericamente descritos considerando-se o arroz de varzea ou irrigado
separadamente do arroz de terras altas (PEDROSO et al.,, 1990; VENCOVSKY;
RAMALHO, 2000). Para o arroz de varzeas, considera-se que nos anos 60 tenham
sido cultivadas principalmente as variedades tradicionais, com porte alto e nos anos
70, que tenha ocorrido uma substituicdo dessas variedades por aquelas de porte
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mais baixo (semi-and), com elevado potencial produtivo. Padrdo este, mantido até
hoje.

Para o arroz de terras altas, considera-se ter havido uma predominancia do
cultivo dos materiais tradicionais desde o inicio até meados dos anos 70. No
entanto, essa situagcao alterou-se a partir do momento que o arroz passou a ter o
papel de abrir novas fronteiras agricolas. Para essa nova funcao, as plantas com
caracteristicas de rusticidade e adaptagao a solos acidos foram as preferidas. No
inicio dos anos 90, as atencdes voltaram-se ao potencial produtivo e ao tipo de
planta. Do mesmo modo, a melhoria da qualidade de grdo passou a ter grande
destaque. A necessidade de ampliagdo da base genética das variedades cultivadas,
tanto nas variedades de varzea como nas de terras altas, também passou a ser

uma preocupacgao para o0s pesquisadores na década de 90.

Este tipo de inquietagdo fez com que a Embrapa Arroz e Feijdo em um
convénio com o “Centre de coopération internationale en recherche agronomique
pour le développement”, (CIRAD, antigo IRAT), iniciasse um programa de
desenvolvimento e melhoramento de populagdes de arroz de ampla base genética
em 1984 (CHATEL; GUIMARAES, 1997). Isso foi facilitado com a utilizagdo de um
gene recessivo de androesterilidade, obtido por Singh e Ikehashi (1981) através da
inducdo de mutacdo na variedade IR36. A presenca desse gene permite que o
cruzamento entre as plantas seja feito sem a emasculacéo, economizando o grande

e cansativo trabalho de castrar as flores.

Em 1989, o Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT) reconheceu a
importancia dessa estratégia para a América Latina e comecgou a trabalhar o tema
em colaboracdo com a Embrapa Arroz e Feijao (GUIMARAES, 2000). A partir daf,
varias populagdes de ampla base genética foram desenvolvidas e disponibilizadas
aos pesquisadores dos programas de melhoramento da regido (GUIMARAES,
2000). De 1995 em diante, ap6s terem sido realizados varios cursos, reunioes e
conferéncias internacionais pelo CIAT/CIRAD e pela Embrapa Arroz e Feijao,
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diversos paises da regido passaram a conhecer e, em seguida, a utilizar estas
populagdes dentro de seus programas de melhoramento (GUIMARAES, 2000). A
estratégia de conducdo dessas populagdes variou de instituicdo para instituicao,
conforme as possibilidades institucionais, interesses e necessidades de cada pais.
O programa de melhoramento genético de El Salvador, por exemplo, utilizou-se
diretamente das populacdes introduzidas (SERVELLON, 2000). O programa da
Venezuela optou por selecionar as populagées com maior adaptabilidade local e
cruzar as populacées escolhidas com as variedades com caracteristicas de
interesse (GRATEROL, 2000). As estratégias utilizadas na Argentina, no Chile, em
Cuba, na Bolivia, na Col6bmbia, e no Brasil sdo descritas em Guimaraes (2000) por
diversos autores. O melhoramento populacional em todos esses casos esteve

baseado no método de selegao recorrente.

O método, que envolve as fases de geracao de progénies, avaliacao/selecao
e recombinagdo, é recomendado para caracteres quantitativos e de baixa
herdabilidade, uma vez que possibilita 0 acumulo gradual de genes, através dos
ciclos de selecao (GERALDI, 1997). Em alguns casos, entretanto, ele também é
recomendado para o melhoramento de caracteristicas cujo controle genético é
principalmente monogénico, como para a resisténcia a brusone. A justificativa para
isso é que se cada gene oferece resisténcia a uma ou a poucas ragas especificas
do patégeno, entdo, a resisténcia as diversas ragas deveria envolver o acumulo de
varios genes, 0 que a torna uma caracteristica quantitativa (GUIMARAES;
CORREA-VICTORIA, 1997).

Os principais efeitos da selecao com relacao aos caracteres quantitativos séo
a alteragao na freqiiéncia alélica, a alteracao na média da populacédo na direcao da
caracteristica selecionada e a mudanca na variabilidade da populacdo (VEGA,
1988).

Em geral, o monitoramento dessas alteragdes possibilita um aumento na
eficiéncia do programa de melhoramento, uma vez que possibilita a detec¢do de
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possiveis problemas e a interpretacdo e/ou a elucidagao de suas causas e efeitos.
Nesse sentido, as ferramentas desenvolvidas ao longo dos anos sdao as mais
variadas, abrangendo diferentes areas (genética quantitativa, molecular, de
populacdes, citogenética e estatistica). Cabe ao melhorista avaliar o método mais
adequado e mais informativo e o0 melhor momento para acompanhar as diferentes

etapas do programa.

Ferramentas para avaliagdo da eficiéncia do programa de

melhoramento

Os programas de melhoramento genético podem ter sua eficiéncia otimizada
através do estabelecimento de mecanismos rotineiros de avaliacdo sobre os
procedimentos utilizados. Sao eles que permitem o planejamento de acodes
corretivas para os periodos que seguem o da avaliagdo (MORAIS et al., 2000).

Alguns aspectos passiveis de serem monitorados nas populagdes de ampla
base genética que possibilitam a tomada de decis6es mais acertadas sao listados a
seguir. O primeiro é com relagdo a eficiéncia da selecdo. As vezes, dois caracteres
de interesse estdo inversamente ligados; ou ainda, podem ter sua expresséo
mascarada devido a efeitos de epistasia, dominancia ou por influéncia do ambiente
e a avaliagdo acaba sendo prejudicada. Por isso, nem sempre a selegao de
caracteres é alcancada na diregdo desejada (MORAIS et al., 2000).

Um segundo aspecto a ser considerado, € com relacdo a diversidade
genética existente e/ou mantida na populacdo. De uma maneira ideal, poder-se-ia
afirmar que se a selecao nao for tdo intensa sera possivel manter essa populacao
dentro do programa de melhoramento por um tempo maior (FEHR, 1987). Seguindo
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o teorema de Fisher, isso seria 0 mesmo que dizer que nenhum ganho com selecao
poderia ser conseguido em uma populagao que tivesse acabado com sua variancia
genética aditiva (FALCONER; MACKAY, 1996). Essa variabilidade permite uma

melhor mescla dos genes e possibilita 0 aparecimento de novos arranjos génicos.

Um outro modo de realizar o monitoramento é avaliando os mecanismos que
proporcionam a recombinacdo entre os alelos. E importante saber se os
cruzamentos estdo ou ndo produzindo os resultados esperados. A liberagdo da
variabilidade potencial pode ser provocada através da recombinacdo e da quebra
de blocos génicos (PATERNIANI; MIRANDA FILHO, 1987).

Algumas das ferramentas para estimar a eficiéncia na conducdo das
populacdes encontram-se dentro das areas de genética quantitativa ou da
molecular. Uma breve descricdo do que representam algumas dessas estimativas
esta apresentada a seguir.

Estimativa de ganho com selecao (Gs)

As estimativas de ganho com sele¢cdo podem servir para prever médias de
geragbes futuras ou para avaliar o ganho obtido com sele¢cdo. Nesta ultima
abordagem, a estimativa do parametro é uma das ferramentas com a qual um
programa de melhoramento pode contar para avaliar sua eficiéncia, em especial no
que diz respeito ao tipo e/ou a intensidade de sele¢cédo que foram adotadas. Trata-se
de um parametro que compara as médias de populacées antes e depois delas
terem sido submetidas a um processo seletivo.

A selecao é considerada como um processo de “reproducédo diferencial de
gendtipos, mediante a qual sé se permite a descendéncia aqueles individuos que
apresentam caracteristicas desejaveis” (VEGA, 1988). Os caracteres vegetais de
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maior interesse para o homem sdo quase sempre mais dificeis de serem
selecionados por serem controlados por véarios genes, isto é, sdo caracteres
quantitativos. A eficiéncia na sele¢do desses caracteres, portanto, esta relacionada
a sua herdabilidade e a eficacia da estratégia adotada (FALCONER, 1968).
Normalmente, as descricOes dos efeitos da selecdo sao feitas em termos das
propriedades observaveis dos caracteres métricos, tais como médias, variancias e
covariancias, e apenas mais recentemente em termos moleculares.

Ha dois procedimentos para se avaliar o ganho com selegdo no
melhoramento populacional (MORAIS et al.,, 2000). O primeiro, comparando 0s
resultados médios dos experimentos de avaliagdo em cada ciclo de melhoramento,
mas que, para garantir a corregdo dos efeitos de ambiente (anos ou locais),
precisam conservar testemunhas comuns (RANGEL; ZIMMERMANN, 1998). O
segundo, comparando o comportamento de amostras das popula¢gdes melhoradas,
relativas a cada ciclo em um ensaio delineado com essa finalidade (CEBALLOS et
al.,1991; GATICA, 1993; SALTER et al., 1994; BAUSKE et al., 1994; LAURENTIN,
1996; DIAZ-LAGO et al., 2002).

Alguns outros detalhes sobre essas técnicas estdo explicados no capitulo
encontrado a seguir (Cap. 1), bem como os resultados e implicacbes desses
resultados na tomada de decisdes de um programa de melhoramento.

Avaliacdo de diversidade genética utilizando marcadores moleculares

A importancia da variabilidade genética dentro de uma populacao é que sem
ela a selegédo nao é eficiente, segundo discutia Johannsen em 1906 (ALLARD,
1971). Sob o ponto de vista agronémico, a importancia dessa variabilidade esta
relacionada a tentativa de se diminuir a vulnerabilidade da cultura ao ataque de
pragas e doencas e a outras adversidades (BORRERO et al., 1997). Ampliar a base
genética de uma cultura cultivada seria, portanto, uma solucdo para tentar
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minimizar essa vulnerabilidade. A estreita base genética do arroz cultivado na
América Latina ou no Brasil ja foi descrita por CUEVAS-PEREZ et al. (1992);
GUIMARAES (1993); RANGEL et al. (1996); MONTALVAN et al. (1998).

O monitoramento da diversidade genética ao longo dos ciclos de uma
populacao representa, em termos préaticos, a avaliagdo da potencialidade dessa
populagao ser submetida a subsequentes ciclos de sele¢cdo. Uma populagdo que
nao apresente diversidade dificilmente tera condicbes de apresentar novos
genotipos. Detectada essa situacdo, e sendo de interesse, cabe ao melhorista

introduzir novos genoétipos para que a populagao tenha sua base genética ampliada.

Para estimar a variabilidade genética de uma populacdo, poder-se-ia utilizar
o parametro variancia (BETRAN; HALLAUER, 1996), desde que se tomasse a
cautela de se separar a variancia ambiental da variancia genética; entretanto, o
desenvolvimento da ferramenta “marcadores moleculares” abriu uma nova
alternativa para esse tipo de analise, com a vantagem de se eliminar a influéncia do
ambiente (FEDERIZZI, 1998).

Os marcadores moleculares sao sequéncias de DNA que diferenciam dois ou
mais individuos e sdo herdadas geneticamente (MILACH, 1998). Dentre os varios
tipos de marcadores existentes, os microssatélites apresentam a vantagem de
serem codominantes, bastante informativos e de facil utilizacdo para o arroz
(McCOUCH et al., 1997; OLUFOWOTE et al., 1997; NAGARAJU et al., 2002).
Também chamados de sequéncias simples repetidas (SSRs), os microssatélites
consistem de curtas regides do DNA com ndo mais do que 6 nucleotideos de
comprimento, repetidas em tandem ao longo do genoma (LITT; LUTY, 1989;
FERREIRA; GRATAPAGLIA, 1998; HANCOCK, 2000). Estas regides sao
amplificadas através de reagao de polimerase em cadeia (PCR), utilizando um par
de primers especificos (de 20 a 30 bases), complementares a sequéncias unicas
que flanqueiam o microssatélite. Cada segmento amplificado de tamanho diferente
representa um alelo diferente do mesmo loco (FERREIRA; GRATAPAGLIA, 1998).
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Para a separacao desses alelos, sao utilizados géis de poliacrilamida ou agarose
metafor que possibilitam a separagéo dos alelos de diferentes tamanhos quando
submetidos a eletroforese. E para a visualizacdo desses alelos, sao utilizados

brometo de etideo, nitrato de prata, radiois6topos ou a bioluminescéncia.

Utilizar essa metodologia na andlise da diversidade € uma possibilidade para
os programas de melhoramento genético. Essas estimativas trazem o conceito de
freqUéncia alélica (PINTO, 2001). A diversidade depende diretamente do nimero de
alelos e da maneira que as freqtiéncias desses alelos estdo distribuidas. Quanto
mais homogéneas forem as freqtiéncias, maior é a diversidade da populacdo. Os
conceitos de riqueza alélica e de uniformidade abordam esses dois aspectos (DIAZ-
P, 2001). Outra maneira de se entender a diversidade é compreendendo como
esses alelos se organizam dentro da populagédo. A estimativa da quantidade de
heterozigotos e homozigotos encontrados na populagéo oferece um indicativo de
como os individuos se relacionam. Os coeficientes de endogamia ( f) abordam

esse aspecto. Com eles, também é possivel inferir sobre a recombinacao desses
individuos. Dentro de cada um desses aspectos, varios parametros sao
encontrados, e cada um deles apresenta sua particularidade, conforme
didaticamente explicado por Pinto (2001).

A variabilidade genética de uma populagdo pode ser estimada por meio de
varios parametros: do numero médio ou total de alelos/loco (NI et al., 2002;
NAGARAJU et al., 2002; CHRISTIANSEN et al., 2002; MANIFESTO et al., 2001);
da diversidade genética, também chamada por Nei (1978) de heterozigosidade
esperada (LABATE et al., 1997; HAGDORN et al., 2003); do conteudo de
informacgéao de polimorfismo (PIC) (KIM; WARD, 1997; MANIFESTO et al., 2001) ou
ainda do indice de fixagdo de Wright ( /), que representa o indice de endogamia

em uma populacao, ou seja, o inverso da diversidade.

A possibilidade de utilizar um ou outro parametro muitas vezes esta
relacionada ao tipo de marcador molecular utilizado. Marcadores codominantes
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permitem a visualizagdo da contribuicAo dos dois parentais na formagao do
individuo, enquanto que os marcadores dominantes possibilitam a visualizagdo da
contribuicdo de apenas um dos pais. Por essas caracteristicas, os primeiros

marcadores moleculares comentados sao muito mais informativos.

No caso das populacdes submetidas a varios ciclos de selecdo, a
comparacao pode ser feita entre os diferentes ciclos (FRESCAROLI; LANDI, 1998;
GUZMANN; LAMKEY, 2000). Entretanto, saber se a diversidade final é ou nao
suficiente para que a populacdo seja mantida no programa tal como ela se
encontra, exige o confronto desses valores com outros dados da literatura, para que
um padrao possa ser estabelecido. Essas estimativas podem ser realizadas em
linhagens utilizadas em programas de melhoramento (GETHI et al., 2002; NI et al.,
2002) ou em materiais armazenados em bancos de germoplasma (MANIFESTO et
al., 2001). Alguns exemplos reportados na literatura estao resumidos nos capitulos
2 e 3 dessa publicagao.

O parametro tamanho efetivo populacional também é uma estimativa que
ajuda a compreender a variabilidade de uma populacdo. Este é um parametro cuja
estimativa com base em marcadores moleculares ainda esta pouco difundida. A
comprovacao de sua aplicabilidade foi constatada por Pinto (2001), que obteve
dados similares aos encontrados quantitativamente por Rezende (1997).

Os pesquisadores que adotarem essa ferramenta devem considerar varios
aspectos relacionados a técnica utilizada. Por exemplo, o numero de marcadores
sugerido depende do tipo do marcador, das regides amostradas do genoma, do
tamanho do genoma, e também do tipo de gel utilizado para separar os fragmentos
genbmicos e podem acabar influenciando na interpretacdo dos resultados
(FERREIRA, 2003).



Objetivos do trabalho 13

Objetivos do trabalho

Tendo em vista que os programas de melhoramento genético de populagdes
de arroz conduzidas pelo método de selecdo recorrente buscam monitorar as agbes
e ganhos genéticos ocorridos, 0s objetivos foram:

e avaliar o progresso para resisténcia a doenca brusone resultante de
dois ciclos de selegao recorrente na populacao CNA-7;

e avaliar os efeitos dos ciclos de selecao recorrente na variabilidade
genética em populacdes de arroz melhoradas no Brasil (CNA-7) e na
Venezuela (PFD-1).
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Apresentagao do trabalho

No presente trabalho, cujo objetivo foi monitorar o melhoramento populacional
de arroz com relacao a diferentes aspectos, foram utilizadas as populagdes de arroz
CNA-7 e PFD-1 conduzidas pelo método de selegao recorrente (SR). Esses
materiais fazem parte dos programas de melhoramento da Embrapa Arroz e Feijao,
Goiania, Brasil, e da “Fundacion para Desarrollo Agricola DANAC”, San Felipe,
Venezuela, respectivamente.

Os resultados desse trabalho foram organizados em trés capitulos:

Capitulo 1: Trata da avaliagdo do ganho genético da resisténcia a brusone na
folha (Bl) e do colmo do pescoco (NBI) na populagédo de arroz de terras altas CNA-7
ao longo dos ciclos 0 e 2 de selegao recorrente, com base em experimentos de
campo. Esse trabalho gerou o capitulo 16 do livro “Mejoramiento poblacional: una
alternativa para explorar los recursos genéticos del arroz en América Latina”,
publicado em Outubro/2003 na versao em espanhol, e no prelo para lancamento no
primeiro semestre/2004 tera sua versao em inglés.

Capitulo 2: Esse capitulo avalia a diversidade genética da populacdo PFD-1
através de marcadores moleculares. Trata-se de um trabalho realizado em
colaboracdo com a equipe da “Universidad Central de Venezuela” (UCV). Os dados
dos marcadores microssatélites, que foram obtidos pela autora dessa tese, foram
unidos aos dados de marcadores isoenzimaticos, obtidos pela equipe da UCV sob a
coordenacao da Professora Catalina Ramis, e geraram como publicagédo o capitulo 5
do livro “Mejoramiento poblacional: una alternativa para explorar los recursos
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geneéticos del arroz en Ameérica Latina”, publicado em Outubro/2003 na versdo em
espanhol e, no prelo para langamento no primeiro semestre/2004 na versdo em

inglés.

Capitulo 3: Consiste na avaliagdo da diversidade genética da populacdo de
arroz de terras altas, a CNA-7, através de marcadores microssatélites. O trabalho foi
conduzido em sua maioria, no Laboratério de Biologia Molecular da Embrapa Arroz e
Feijao em colaboragdo com os Dr. Claudio Brondani e Dra. Rosana P. V. Brondani.
Trata-se da verséo inicial de um artigo que sera submetido a revista TAG.
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Ganancia Genética para Resistencia a Piricularia en una Poblacién de Arroz

RESUMEN

El hongo Pyricularia grisea Sacc. es responsable por una de las mas importantes
enfermedades del cultivo del arroz. Una manera de controlar las pérdidas que
provoca es el uso de cultivares resistentes. La “Embrapa Arroz e Feijao”, en
Goiania, Brasil, cre6 en 1995 la poblaciéon CNA-7 de amplia base genética y con
varias fuentes de resistencia a la enfermedad. Desde entonces, empezo a
seleccionar y recombinar, de manera ciclica, plantas con resistencia completa a
Piricularia en la hoja (BI) y en el cuello de la panicula (NBI). El objetivo de este
trabajo es presentar la evaluacion del progreso observado con el uso del
mejoramiento poblacional. Para los experimentos se seleccionaron las familias
S,, resistentes para ambas caracteristicas. Los resultados del porcentaje R
parecieron ser los mas eficientes en ese tipo de analisis. Se demostré que hubo
incremento de la resistencia a Bl en la poblacion CNA-7 entre 13,1y 6,1% para
los ciclos 1y 2 en términos de porcentaje R, lo cual indica que la estrategia de
seleccion adoptada fue eficiente para mejorar esta caracteristica. Para NBI
ninguna diferencia estadistica se detectd entre los tratamientos, lo que significa
que no hubo ganancia genética para esta caracteristica. La significancia
estadistica observada para época de siembra indica la importancia de considerar
este parametro en las evaluaciones. Los altos grados de resistencia observados
desde el ciclo inicial demuestran que la seleccion de los progenitores para la
formacion de la poblacion fue muy adecuada. El alto grado de resistencia
presente en la poblacion CNA-7 con los ciclos de seleccion recurrente permite
que se inicie la seleccion para otras caracteristicas de interés, o para retirar de
ella nuevas fuentes de germoplasma para cruces.

GENETIC GAIN FOR BLAST RESISTANCE IN A Rice PoPuLATION

ABSTRACT

Pyricularia grisea Sacc. causes blast, the most important fungal disease of
cultivated rice. One way to control the disease is to use resistant cultivars. In
1995, Embrapa Arroz e Feijao (Goiania, Brazil) created CNA-7, a population with
a broad genetic base and carrying several sources of resistance to blast. Through
several cycles of selection and recombination, plants resistant to both leaf (BI)
and neck blast (NBI) were developed. This chapter evaluates progress, expressed
in terms of genetic gain, made through population improvement. S, families
resistant to both blast types were selected for experiments. R percentage results
seem to be the most efficient for this type of analysis. Resistance to Bl in
population CNA-7 increased 13,1% and 6,1% for cycles 1 and 2, respectively,
indicating that the strategy adopted was efficient for improving BI resistance. In
contrast, no statistical differences were found among treatments for resistance to
NBI, indicating that no genetic gain was obtained. The statistical significance
observed for planting date indicates the importance of considering this parameter
when evaluating. The high degree of resistance observed since the initial cycle
suggests that the selection of parents to create the original population was highly
adequate. The high level of resistance present in population CNA-7 in the
recurrent selection cycles means selection for other traits could begin, or that new
sources of germplasm for crossing could be extracted.
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INTRODUCCION

La enfermedad Piricularia,
causada por el hongo Piricularia
grisea Sacc., estado anamorfo de
Magnaporthe grisea (Herbert)
Barr, es responsable por pérdidas
en la productividad del arroz que
pueden variar del 17 al 52%
(Prabhu et al., 1999). Es una
enfermedad que afecta los
cultivos del arroz de casi todos
los paises de América Latina,
siendo mas severa bajo las
condiciones de cultivo de secano.
La creacién de variedades
resistentes ha sido una de las
estrategias mas utilizadas por los
investigadores para controlar este
problema. No obstante lo
anterior, con frecuencia la gran
variabilidad del patégeno logra
romper la resistencia de las
variedades lanzadas en un corto
periodo de tiempo (Correa-
Victoria et al., 1997), que segun
Notteghen (1981) en general,
varia de 2 a 3 afos.

Como una alternativa
adicional a las estrategias que se
emplean en el mejoramiento de
especies autdbgamas, el
mejoramiento de poblaciones
empezo a utilizarse en arroz al
final de la década de los ochenta.
Los primeros estudios que
enfocan el mejoramiento de
poblaciones para resistencia a
Piricularia los realizé Guimaraes
et al. (1995) y Filippi y Prabhu
(1997). En estos trabajos se
describen los resultados y las
experiencias del uso de la
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metodologia para desarrollar
poblaciones con resistencia
completa y parcial a la
enfermedad. Con objetivos
similares Courtois et al. (1997)
indicaron cual es la estrategia
que empleara el “International
Rice Research Institute” (IRRI),
Filipinas, para crear y mejorar
poblaciones de arroz de secano
con resistencia a la enfermedad.

En Colombia, Guimaraes y
Correa-Victoria (1997) mejoraron
la resistencia a Piricularia en las
hojas y en el cuello de la panicula
de la poblacion GC-91 a través
de seleccidn recurrente,
basandose en la evaluacién de
familias S ,, probando que la
metodologia funciona para
caracteristicas controladas por
una serie de genes mayores y
menores.

La “Embrapa Arroz e Feijao”,
en Brasil, ha venido utilizando
esta metodologia para mejorar el
nivel de resistencia de
poblaciones para Piricularia
desde hace algunos anos. Este
trabajo esta basado en la
poblacion CNA-7, desarrollada a
partir de los trabajos de Filippi y
Prabhu (1997) y cuya
composicion presentan Chatel y
Guimaraes (1998).

La seleccién recurrente se
caracteriza por ser un método
ciclico donde las ganancias para
la o las caracteristicas bajo
seleccién ocurren de manera
gradual y continua. Aunque este
supuesto se basa en que la
metodologia de evaluacion y
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seleccion es suficientemente
precisa para permitir que las
etapas del proceso se cumplan
de manera eficiente, no siempre
es correcto pues pueden
presentarse situaciones en las
cuales la metodologia de
evaluacion o las decisiones para
la seleccion no lleven a los
resultados esperados. Por esta
razon se recomienda a los
fitomejoradores que utilizan esta
metodologia que a determinado
numero de ciclos de recurrencia
evaluen las ganancias obtenidas
para la o las caracteristicas bajo
seleccion.

Una posible forma de
evaluar la eficiencia de la
seleccion a través de los ciclos
de seleccion recurrente es
aprovechar las mismas etapas de
conduccién de las poblaciones, y
organizarlas de manera que sea
viable comparar ciclos diferentes
en anos distintos. Esto se vuelve
admisible con la utilizacion de
testigos comunes a lo largo de
los afios, de manera que las
medias sean ajustadas con
relaciéon a los afios de siembra.
Este tipo de estudio seguiria el
mismo principio utilizado en la
comparacion entre las diversas
variedades lanzadas por
programas nacionales de
mejoramiento a lo largo de varios
afnos (Vencovsky et al., 1986;
Breseghello et al., 1999; Santos
et al., 1999; Soares et al., 1999).

Otra manera para evaluar las
ganancias obtenidas a lo largo
del programa es comparar los

diversos ciclos bajo un mismo
experimento como lo efectuaron
Ceballos et al. (1991), Gatica
(1993), Salter et al. (1994),
Bauske et al. (1994), Laurentin
(1996), y Diaz-Lago et al. (2002).
De esta manera se garantiza que
el efecto de la interaccion entre
afnos se elimine y se logre una
mejor comparacion entre
tratamientos.

Bajo esta segunda
metodologia los experimentos,
por lo general, utilizan disefios
estadisticos de bloques al azar,
con varias repeticiones y en
varias localidades. Casi siempre
se evallan las caracteristicas
para las cuales se efectuaron las
selecciones aunque, en algunos
casos, se evaluan también otras.
Ello finalmente puede indicar la
influencia de la seleccion de un
caracter sobre otro, o sea, la
respuesta correlacionada (ver
Geraldi Capitulo 3 en esta
publicacion). Un ejemplo de esto
es lo que ocurrié con una
poblacion de avena donde se
practico la seleccion para
resistencia al hongo Puccinia 'y se
alterd la caracteristica floracién
(Diaz-Lago et al., 2002).

Algunos trabajos utilizaron la
seleccion recurrente para
aumentar la productividad de
granos, y lo efectuaron a través
del aumento de la resistencia a
enfermedades sometiendo las
poblaciones a condiciones de alta
presion del inéculo durante la
fase de seleccion. Para intentar
comprobar si la estrategia
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utilizada habia sido eficiente
Gatica (1993) comparo los
diferentes ciclos de recurrencia
de una poblacion de maiz. Lo
interesante es que en este caso,
hubo incremento de la
productividad de granos a lo largo
de los ciclos en apenas una
localidad de las 2 evaluadas,
precisamente en la localidad
donde se habian efectuado las
selecciones. Ello es un fuerte
indicio de una gran interaccion
genotipo x ambiente. En ajonjoli
Laurentin (1996) comprobd un
aumento en la productividad de
granos de la poblacion entre los
ciclos 0, 1y 2, también bajo
indicios de incremento de la
resistencia a la mosca blanca
(Bemisia sp.). Esto fue mas
perceptible después de
verificarse que no se presento
ningun incremento en las
caracteristicas correlacionadas
con el rendimiento, como peso de
granos o numero de granos por
vaina.

En avena las evaluaciones
de ganancia genética indican que
hubo €eficiencia en las
selecciones para resistencia al
hongo Puccinia coronata
utilizando el método de seleccion
recurrente (Diaz-Lago et al.,
2002). Sin embargo, la falta de
homogeneidad de la varianza
entre los experimentos situados
en diversas localidades exigi6
una serie de analisis estadisticos
minuciosos lo cual demuestra
que la evaluacion de los grados
de la enfermedad en el campo no
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es sencilla. Estos analisis
involucraron las transformaciones
sugeridas por Box-Cox (1964)
citado por Diaz-Lago et al. (2002)
y Azzalini-Cox, descritos por
Baker (1988) citado Diaz-Lago et
al. (2002) y utilizaciones de
programas Proc Mixed del SAS,
todos procedimientos estadisticos
no muy usuales en la actualidad
en el area agricola.

Para los analisis de datos de
enfermedades Amézquita et al.
(1996) utilizaron otra alternativa
para demostrar el progreso de la
resistencia a la Piricularia en una
poblacion de arroz: los datos
categéricos empleando 2
modelos. En el primero
consideraron la reaccién a
Piricularia como una variable
binaria (Resistentes <3y
Susceptibles > 4); y en el
segundo la variable categorica
con 3 niveles (Resistentes < 3;
Intermedias =4 6 5; y
Susceptibles > 6). En ambos
casos, las diferencias detectadas
entre tratamientos fueron
estadisticamente significativas, o
sea, el proceso de seleccion
utilizado fue eficiente para
incrementar la resistencia en la
poblacion.

Ceballos (s.f.) en su libro
sobre mejoramiento de plantas,
cita varios ejemplos donde la
seleccion recurrente ha sido
eficiente para el incremento de la
resistencia. El analisis de varios
de estos trabajos llama la
atencion ya que las evaluaciones
de resistencia se realizaron tanto
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con base en promedios de
grados de incidencia o con base
en el porcentaje de plantas
infectadas. Parece no haber una
regla general en cuanto a qué
tipos de datos se deben utilizar o
a cuales son los tipos de analisis
mas eficientes para demostrar el
progreso genético para los
trabajos que buscan incremento
de la resistencia.

Otro factor que merece
destacarse es que en los trabajos
citados, la estrategia para la
evaluacién del programa se basa
en la comparacion de
compuestos de los ciclos, es
decir, se comparan los ciclos 0
conellyel2yasi
sucesivamente. Sin embargo,
Laurentin (1996) utilizé también la
evaluacién entre los padres de
cada uno de los ciclos, y entre los
compuestos de los ciclos con
testigos. Lo que llama la
atencion de esta estrategia es
que los resultados presentados
en la comparacion de los padres
de los ciclos tuvieron la respuesta
positiva de ganancia, pero con un
nivel de probabilidad por debajo
de lo esperado (p = 0,06). En
cambio, la comparacion de los
ciclos con los testigos
(sembrados en el mismo ano)
presento resultados conformes
con el analisis de los
compuestos.

En este trabajo se presenta
la evaluacion del proceso de
mejoramiento poblacional a
través de la seleccion recurrente
empleado para incrementar el

nivel de resistencia de la
poblacion de arroz de tierras altas
CNA-7, para las caracteristicas
Piricularia en la hoja (Bl) y en el
cuello de la panicula (NBI). Se
trata de una estrategia
innovadora para la seleccion
recurrente en arroz, que involucra
los conceptos de seleccionar
para las 2 caracteristicas de
manera alternada bajo un
ambiente de alta presion del
in6culo. Para medir si la
estrategia utilizada ha sido
eficiente se presentan los
resultados del estudio en el cual
se evalué las ganancias
genéticas obtenidas a lo largo de
2 ciclos de recurrencia.

CREACION Y MANEJO DE LA POBLACION

Partiendo del principio que el
mejoramiento poblacional a
través del método de seleccion
recurrente posibilita la
acumulacién de genes favorables
y que, al mismo tiempo, permite
una sistematica mezcla de las
caracteristicas de los
progenitores, se planteé crear
una poblacion de amplia base
genética con veinte progenitores
resistentes a Piricularia.

La creacién y el manejo de
la poblacién de arroz de tierras
altas (o secano) CNA-7 se llevo a
cabo en la Estacion Experimental
de la “Embrapa Arroz e Feijao”
(Estacion Experimental
Capivara — EEC), ubicada en
Santo Anténio de Goias, Goias,
Brasil.
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Las poblaciones con el gen mezcla en iguales proporciones
de androesterilidad de semillas de la CNA-7Ay de la
CNA-IRAT 5/2/1 (también CNA-7B. En 1994 se introdujo en
denominada CNA-7A) y la ellas 20 fuentes de resistencia a
CNA-IRAT 9B/2/2 (denominada Piricularia y la variedad
CNA-7B), que estaban siendo americana Lemont, como fuente
conducidas por Filippi y Prabhu de calidad de grano. La
(1997), fueron las bases para proporcion con la cual cada
crear la poblacién utilizada en componente contribuy6 a la
este trabajo: la CNA-7. Esa nueva poblacion se presenta en
poblacion es originaria de la el Cuadro 1.

Cuadro 1. Progenitores y participacion relativa (%) de las fuentes de resistencia a
Piricularia introducidas en las poblaciones CNA-IRAT 5/2/1 y
CNA-IRAT 9B/2/2 para formar las poblaciones de arroz CNA-7A y CNA-7B,

respectivamente.
Poblacion CNA3

Progenitor Origen 7A 7B

Raminad Fuente tradicional 1,68 2,50
Carreon Fuente tradicional 1,68 2,50
Dular Fuente tradicional 1,68 2,50
Tres Marias Fuente tradicional 1,68 2,50
Huan-Sen-Goo Fuente tradicional 1,68 2,50
Colombia 1 Fuente tradicional 1,68 2,50
IRl 342 Fuente tradicional 1,68 2,50
IRI 344 Fuente tradicional 1,68 2,50
IRI 355 Fuente tradicional 1,68 2,50
Araguaia IAC 47/TOx2578/7-4-2-3-B2 1,68 2,50
Lemont' Lebonnet/P1331581/CI19881 5,05 -
No. 48 Formoso 92 Ram Tulase/3*IAC 25 1,68 2,50
No. 55 Formoso 92 T-23/3*IRAT112 1,68 2,50
No. 09 Formoso 92 Pusur/3*IAC 25 1,68 2,50
No. 36 Formoso 92 CTG 1516/3*IRAT 112 1,68 2,50
No. 34 Formoso 92 Tetep/3*IRAT 112 1,68 2,50
No. 54 Formoso 92 C46-15/3*I1AC 25 1,68 2,50
No. 40 91/922 Cuiabana/CNAXx 784-5 1,68 2,50
No. 108 91/922 A8-204-1/TOm 1-3 1,68 2,50
No. 70 91/922 CNA 5180/Basmati 370 1,68 2,50
No. 60 91/922 CNA 5180/Toride 1,68 2,50
CNA-IRAT 9B/2/2 CNA-IRAT 5 - 50,0
CNA-IRAT 5/2/1 CNA-IRAT 5 61,35 -

1. Adicionado como fuente de calidad de granos.
2. Material policitoplasmatico.
3. Participacion relativa de cada progenitor dada en %.
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La metodologia de seleccion
recurrente utilizada para mejorar
la poblacién CNA-7 se resume en
el Cuadro 2 y la estrategia de
evaluacion empleada para
realizar las selecciones durante
los ciclos se describe mas
adelante. Cabe resaltar que en el
invierno de 1998 se creo la
primera poblacién mejorada, es
decir, se completd el primer ciclo
de seleccion recurrente. En el
afno 2000 se logré el segundo
ciclo de recurrencia.

El estudio que se presenta 'y
discute en este capitulo se realizo
en el ano agricola 2000/01
utilizando como material la
poblacion original (ciclo 0) y las 2
poblaciones mejoradas
(ciclos 1y 2).

ESTRATEGIA DE EVALUACION Y DISENO
EXPERIMENTAL

Estrategia de evaluacién y
seleccidén

El ambiente donde se
evaluan y se seleccionan los
materiales es de gran importancia
para el éxito de la estrategia de
mejoramiento. La EEC, que
posee suelos clasificados como
‘latosuelos rojo-amarillo
distréfico’, es un ambiente que
puede considerarse similar al
restante de la region central de
Brasil en lo que se refiere a la
presion y a las razas del
patdgeno de la Piricularia. Como
se pretende desarrollar los
nuevos materiales para esta
zona, se esta trabajando en el

ambiente meta y por esa razén,
los resultados obtenidos podran
transferirse de inmediato a otras
localidades del area.

La evaluacion de los
materiales se realiz6 utilizando las
escalas propuestas por el IRRI
(1988), pero antes de discutir este
aspecto es valido mencionar
algunos conceptos basicos sobre
la enfermedad, su ciclo y su
epidemiologia. En las regiones
tropicales el hongo Pyricularia
grisea puede encontrarse en el
aire durante todo el afo (Frohlich
y Rodewald, 1970). Algunas
condiciones especificas de
humedad, luminosidad y
oscilacion de la temperatura
favorecen el desarrollo de la
enfermedad (Yap, 2000).

El conidio, depositado en la
superficie de la planta, desarrolla
un tubo germinativo que termina
en un apresorio y que le permite la
penetracion en el hospedero a
través de la cuticula (Leung y Shi,
1994). El hongo puede infectar
las hojas o el cuello de la panicula
de las plantas. En general,
cuando se va al campo se verifica
que una planta que tiene hojas
afectadas, no siempre tiene sus
paniculas o cuellos atacados y
viceversa. Bonmann et al. (1989)
describieron que las razas del
hongo que atacan las hojas son
las mismas que atacan el cuello
de la panicula, aunque el
mecanismo de resistencia de la
planta a las 2 enfermedades (hoja
y cuello de la panicula) podria ser
distinto.
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Cuadro 2. Resumen del flujo de materiales de la poblacién de arroz de tierras altas CNA-7 en la Estacion Experimental Capivara (EEC),
Santo Antdnio de Goias, y en el Campo Avanzado de Desarrollo e Investigacion del Tocantins (CADIT) utilizando el método de
mejoramiento poblacional con evaluacion de familias S, para resistencia a Piricularia.

Afio Local  Actividades Manejo Etapa
1994/95  EEC  Creacion de la CNA-7 (mezcla de semillas de CNA-7A 'y 7B). Evaluacion y seleccion (154 plantas S )
1995/96 EEC  Siembra de 154 plantas S, Cosecha de plantas androestériles ~ Recombinacién
Siembra de la S; (ciclo 0) en dos épocas distintas
ESTRATEGIA DE SELECCION Evaluacion y seleccion
1996/97 EEC  Siembra en noviembre para evaluar Piricularia en el cuello de (48 plantas resistentes
de la panicula (NBI), y en enero para evaluar Piriularia en la hoja (BI) 51 plantas resistentes a BI)
1997 CADIT  Siembra de 94 familias S, Avance de generacion
Siembra de 94 familias S, en dos épocas distintas
1997/98  EEC  ESTRATEGIA DE SELECCION Evaluacion y seleccion
Siembra en noviembre para evaluar NBl y en enero para evaluar Bl (54 familias)
Siembra de la mezcla de semillas de 54 familias S,
(semillas remanentes almacenadas en
1998 CADIT  camara fria) de las seleccionadas en S, Cosecha de plantas androesteriles ~ Recombinacion
Transplante de 2215 plantas de las cuales 314 eran
androestériles (14.2%).
Siembra de 3000 plantas S, (ciclo 1) en dos épocas distintas
1998/99 EEC  ESTRATEGIADE SELECCION Evaluacion y
Siembra en noviembre para evaluar NBI, y en enero para evaluar BI. seleccion
1999 CADIT  Siembra de 118 familias S . Avance de generacion Cosecha de semillas de 5 plantas
fértiles/familia
Siembra de 114 familias S, -
1999/2000 EEC ESTRATEGIA DE SELECCION
Siembra en diciembre para evaluar NBI, y en enero para evaluar Bl Evaluacion y seleccion (27 familias)
Siembra de la mezcla de semillas de 27 familias S, (semillas
remanentes almacenadas en camara fria) de las seleccionadas
2000 CADIT enS,. Produccion del ciclo 2. Cosecha de plantas androesteriles ~ Recombinacion
Siembra de 500 plantas S, de los 3 ciclos para recombinacién
2000/2001 EEC  Siembra de los 3 ciclos en el disefio experimental de Bloques
EEP'  al Azar en dos localidades (1000 plantas/época) Para estudio de ganancia genética

1. Estacion Experimental Palmital.
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La experiencia del trabajo
de campo en la EEC indica que
en febrero la presion para Bl es
mas fuerte y que en marzo
predomina la presién para NBI.
Considerando esto e intentando
asociar el estadio fenolégico de
la planta con la alta incidencia
de la enfermedad, se elaboré
un esquema en el cual se hizo
coincidir el periodo de mayor
incidencia de la enfermedad
con las etapas de desarrollo de
las plantas donde el tejido de la
hoja y del cuello de la panicula
estuvieran mas susceptibles
(Prabhu et al., 1999). Para que
esto ocurriera se sembraron los
materiales en diciembre para
evaluar NBl en marzo, y en
enero para evaluar Bl en
febrero. Las semillas Sy S,
de los diferentes ciclos de
seleccion recurrente de la
poblacion CNA-7 se dividieron y
sembraron en estas 2 etapas.
La seleccion de las familias
ocurrié con base en ambos
datos (Bl y NBI) y la intensidad
de seleccion utilizada varié
entre afnos, pero estuvo
alrededor del 20%.

Las familias S, se
sembraron en la EEC en 2
surcos de 1 metro lineal, con
una densidad de 80 semillas/
metro para la evaluacion de NBI
y de 100 semillas/metro para la
de Bl. La distancia entre surcos
fue de 0,35 m. De forma
perpendicular a los surcos se
sembraron esparcidores con
una mezcla de semillas de las

variedades susceptibles Rio
Paranaiba, Caiapo y IAC 47.

Cada cuatro surcos se sembro uno
con el testigo Caiapo y el siguiente
con el testigo Rio Paranaiba, lo
cual permitié un analisis de medias
ajustadas para auxiliar en la
seleccion.

Para la evaluacién de Bl se
utilizé la escala de 0 a 9 donde se
considera que de 0 a 3 son plantas
resistentes, de 4 y 5 intermediarias
y de 6 a 9 susceptibles (IRRI,
1988). Para la evaluacién de NBI
se utilizé laescala0,1,3,5,7y9,
en la cual 0 y 3 son resistentes, 5
intermedias, 7 y 9 susceptibles
(IRRI, 1988). La seleccion se
realizé escogiendo las familias que
mejor se comportaban para las 2
caracteristicas.

Disefio experimental para la
evaluacioén de la ganancia
genética

La ganancia genética
observada (Gs), también llamada
progreso genético, es un
parametro utilizado en los
programas de mejoramiento que
sirve para evaluar la eficiencia del
meétodo de seleccién aplicado y
que, en general, se utiliza para
evaluar la ganancia que se espera
obtener. Morais et al. (2000), sin
embargo, describen que también
es importante evaluar las
ganancias que ya se obtuvieron, o
sea, las observadas dentro de un
programa de mejoramiento, de
manera que se posibilite un
analisis critico de la eficiencia de
los procedimientos realizados.
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La mayoria de los trabajos
que presentan una evaluacion de
ganancia genética realizada
consideran el caracter
rendimiento, pero también es
posible y justificable utilizarlo
para otras caracteristicas (Morais
y Rangel, 1997). En este trabajo
se evalué la ganancia observada
para las caracteristicas
resistencia a Bl y NBl en la
poblacion CNA-7.

Para ello en diciembre del
2000 se establecié un ensayo
constituido por 3 tratamientos
ciclo 0 (C0), 1 (C1)y 2 (C2)
distribuidos en bloques al azar
con cuatro repeticiones en 2
localidades: la EEC y la Estacion
Experimental Palmital (EEP),
Brazabrantes. La EEC fue el
mismo sitio donde la poblacion
CNA-7 habia sido conducida en
las etapas de seleccion y la EEP
es una finca donde se siembra
arroz irrigado en su mayor parte.

En cada parcela se
incluyeron 500 plantas
espaciadas 0,1 x 0,50m y
distribuidas en 25 lineas de 2 m.
Paralelas a estas lineas y entre
los bloques, se localizaron 3
lineas espaciadas 0,7m entre si,
con mezcla de las cultivares
susceptibles Primavera, IAC 47 y
Rio Paranaiba que servian como
esparcidores del inéculo. En
enero del 2001 se realiz6é una
repeticion de este experimento.

En los experimentos
sembrados en diciembre se
evalué NBI en marzo y en los
sembrados en enero, Bl en
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febrero. Las evaluaciones de Bly
NBI se efectuaron con base en
las escalas de IRRI (1988)
utilizando 200 plantas al azar
dentro de la parcela, segun lo
recomiendan Badan et al. (1998).

La preparacion de las
semillas de los tratamientos
evaluados involucré su
multiplicacién y recombinacién en
la EEC y en el CADIT, en el
semestre anterior al del montaje
de los experimentos (Cuadro 2).
Para ello se utilizé la técnica de
sembrar en bandejas en 3
épocas distintas, de manera que
se garantizara la eficiente
recombinacion entre los
materiales.

Andlisis estadistico de la
ganancia genética

Las medidas de ganancias
genéticas se realizaron con base
en el valor medio del grado de
incidencia de las enfermedades y
después con base en la
frecuencia de plantas resistentes
e intermediarias, asi como lo
hicieron Filippi y Prabhu (1997) y
Guimaraes y Correa-Victoria
(1997), respectivamente. Para
calcular el promedio de las
parcelas se utilizaron los datos de
las 200 plantas evaluadas.

Se realiz6 un analisis de
varianza (ANDEVA) por
experimento considerando el
modelo | (fijo), para lo cual se
utilizé el procedimiento de la
ANOVA del programa SAS (SAS,
2000). Se efectud la prueba de
Hartley (1950) para determinar si
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las varianzas de los errores en
las distintas localidades eran
homogéneas, y para los casos
donde las respuestas eran
afirmativas se realizé un analisis
combinado. Cuando se presento
diferencia significativa entre los
tratamientos, se calculé la
respuesta con seleccion.

La estimacién de la
respuesta a la seleccion se
calculd con base en la formula
adaptada de Garcia (1995):

Gs = R(Cn) — R(CO0)

En ésta:

Gs es la ganancia con seleccién
total.

R(Cn) es la respuesta de la
poblaciéon mejorada.

R(CO) es la respuesta de la
poblacion original, sin mejorar.

La respuesta a la seleccion
(Gs%) en términos porcentuales,
como porcentaje del ciclo 0, se
calculd con base en la formula:
Gs% = [R(Cn) - R(C0)]/R(CO0) x 100

Para estimar el avance
genético se estimé la
heredabilidad realizada con base
en el calculo de regresion de los
datos del promedio de los ciclos.
Esto fue posible considerando los
valores de los ciclos C1y C2
como porcentuales del ciclo CO
(Falconer, 1968; Gatica, 1993).

EsTUDIO DE LA GANANCIA GENETICA

Los resultados se
presentaron conforme a la
caracteristica evaluada, primero
los datos de Piricularia en la hoja
(Bl) y en seguida los de

Piricularia en el cuello de la
panicula (NBI).

Los primeros cuadros
incluidos para cada una de las
caracteristicas (Cuadro 3 6 9 para
Bl y NBI, respectivamente) tienen
los valores reales obtenidos en
los experimentos (o mejor, la
media de 200 plantas/
experimento). Las letras
representan los resultados de las
pruebas estadisticas de Duncan
que permiten la diferenciacion
entre ellos. Las pruebas entre
tratamientos, localidades o
épocas/localidades (experimento)
se representan horizontal o
verticalmente, con letras
mayusculas o minusculas,
conforme se describen en las
leyendas de cada cuadro.

En los cuadros que siguen
dentro de las divisiones para Bl y
NBI (Cuadros 4,6 a8y 10 a 12,
respectivamente) se representan
los andlisis de varianza. Para la
caracteristica Bl, los datos
responden a las premisas de
homogeneidad de varianza y por
lo tanto, se presentan
inicialmente a partir de los
analisis combinados para luego
presentar los analisis mas
sencillos (por localidad o por
experimento).

Para la caracteristica NBI,
los andlisis de varianza se
presentan por localidad y por
experimento. Las
transformaciones de los datos
para realizar cada analisis se
realizaron como se describen en
las respectivas leyendas.

331



Los resultados se presentan
en términos del promedio de los
grados de enfermedad
(PROMEDIO) y también en
porcentaje de plantas resistentes
(plantas con grados de
enfermedad entre 0y 3-% R) y
de plantas intermediarias (con
grados entre 4 y 5 - % I). De esta
manera también fue posible
efectuar una comparacion entre
la informabilidad de ellos.

Se omitieron los analisis de
porcentaje de plantas
susceptibles (% S), o sea con
grados mayores a 5, por tratarse
de valores muy poco frecuentes.
Sin embargo, al mismo tiempo,
los valores que resultan de la
suma de % Ry % |, de manera
indirecta sirven para tener una
idea de la disminucién en la
cantidad de plantas susceptibles
a lo largo de las generaciones.
La manera indirecta debe
entenderse como el 100%
disminuido de los valores de
% R+ % I.

En el Cuadros 5 se
presentan los valores de
ganancia genética obtenidos para
Bl. Se consideran ganancias
estadisticamente significativas
cuando los tratamientos diferian
entre si por la prueba de Duncan.
Los valores positivos indican los
aumentos en la resistencia,
apuntado a través de una
disminucién numeérica
(O=resistente y 9=susceptible), o
sea, incrementar la resistencia
significa disminuir en numero el
valor del promedio o de % I.
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Los resultados de la
ganancia genética para la
caracteristica NBI se presentan a
lo largo del texto, pues se
observé poco incremento en la
resistencias.

Para la caracteristica Bl
también se presenta una gréfica
(Figura 1) que representa la
regresion lineal de los datos de
ganancia en los ciclos. Con base
en eso, también se calcul6 la
heredabilidad realizada. Este fue
un dato calculado apenas para Bl
con los datos utilizados para el
analisis combinado, es decir, con
todos los datos obtenidos.

Piricularia en la hoja (BI)

El primer cuadro presenta
los valores originales obtenidos
del analisis de 200 plantas/
parcela de la caracteristica Bl
(Cuadro 3). Un primer analisis
permite verificar que toda la
poblacion CNA-7 tiene ya un alto
grado de resistencia a Piricularia
en la hoja, desde el inicio del
programa de mejoramiento (con
la poblacién Ciclo 0). Esto indica
gue la seleccion de los
progenitores utilizados como
fuente de resistencia ha sido
eficiente. Ello se observa a
través de los datos 2,13; 1,76 y
1,56 en la linea de media general
de la caracteristica promedio de
los grados, para los ciclos 0, 1y
2, respectivamente (Cuadro 3).
Considerando que la escala de
evaluacién de resistencia varia
de 0, como totalmente resistente,
hasta 9 como susceptible, esos
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son valores que pueden
considerarse como bajos. Asi
mismo, a través de los datos
observados en la linea del
promedio general de % R
(Cuadro 3) se confirma esa idea:
0,67, 0,78 y 0,82 para los ciclos
0, 1y 2. La hipdtesis de que la
presion de seleccion fue muy
baja durante la realizacion de los
experimentos se descarta pues
se observa un elevado numero
de plantas susceptibles en las
lineas esparcidoras del inéculo
(dato no demostrado).

Es interesante notar que el
analisis de otro tipo de datos
(promedio o0 %) puede llevar a
conclusiones distintas en algunos
casos como, por ejemplo, la
comparacion entre localidades
realizada con base en los valores
promedios de cada localidad.
Cuando esa comparacion toma
como base los valores promedios
de los grados, no se consigue
detectar diferencia significativa
entre la EEC y la EEP. Al mismo
tiempo, cuando ese analisis toma
en cuenta el porcentual de
plantas resistentes o
intermediarias, se consigue
percibir, estadisticamente que la
en la EEC se encuentran la
mayoria de plantas resistentes
(78% contra 73% en la EEP).
Para verificar estas diferencias en
el Cuadro 3, basta comparar
verticalmente las letras
mayusculas al frente de los
valores numéricos.

Las posibles explicaciones
para esa diferencia entre los 2

tipos de analisis serian que el
calculo del promedio lleva a que
valores extremos se coloquen en
una clase intermedia al
considerar sus frecuencias. En
la EEP se observan plantas con
grados mayores (0 sea, plantas
en extremo enfermas, de grado 7
0 9), pero con baja frecuencia.
En la EEC se encuentra un
mayor numero de plantas
resistentes. A través del calculo
de medias esas diferencias
pasan a ser imperceptibles.
Desde un punto de vista
didactico, ello podria explicarse
anotando que en la EEC se
tendrian cuatro plantas con
grados 3, 3, 3y 5, lo que daria
75% de plantas resistentes y en
la EEP otras plantas con grados
0,0,7y7,o0sea, con 50% de
resistentes. Si se verifica el
promedio de ambas localidades,
ambas tienen media 3,5 pero, en
términos porcentuales, son
distintas. Con base en las
evidencias demostradas, podria
sugerirse que, en este caso, el
analisis de los datos de valores
porcentuales de la resistencia
fueron mucho mas informativos
que los datos del promedio.

Esta es una afirmacién que no
parece ser unanime dentro de la
literatura pues es usual utilizar el
promedio para describir la
resistencia (Fillipi y Prabhu,
1997).

Discutidos los 2 puntos
anteriores (la gran resistencia
que indica la buena seleccioén de
los padres y los tipos de datos
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Cuadro 3. Datos de Piricularia en la hoja (Bl) para el promedio, el porcentaje de plantas resistentes (% R) y el porcentaje de plantas

intermedias (% 1) de los tratamientos ciclo 0 (C0), 1 (C1) y 2 (C2) de la poblacion CNA-7, en los experimentos conducidos en las
localidades EEC y EEP, en dos fechas de siembra (EEC 1y 2,y EEP 1y 2).

Promedio’ % Resistentes? % Intermedias?

Experimento®  CO* C14 C2¢  Media%* co* c14 C2* Media®>® Co° C1° C25 Media® ®

1,72 0,80 0,19
EEC 1 212a  149b  1,59b A 0,73b 085a 082a A 0,26 a 0,15b 0,18b A

1,94 0,77 0,23
EEC 2 237a  179b 167D B 062b 082a 086a A 0,37a 0,17b 0,14b A
Media EEC 224a  164b  163b 1,8A 068b 084a 084a 0,78A 0,31a 0,16b 0,16 b 0,21A

2,04 0,69 0,29
EEP 1 217a  220a  176b A 065b 068ab 0,76a A 0,34a 0,31a 0,23 a A

1,54 0,76 0,23
EEP 2 188a  1,56ab 1,21b B 069b 0,75b 083a B 0,29a 0,24a 0,16 b B
Media EEP 202a 188a  148b 1,8A 067b 071b 079a 0,73B 0,31a 0,27a 0,19b 0,26 B
Media General 213a  1,76b  1,56¢ 067a 0,78b 082c 0,31a 0,21b 0,18 ¢

o g N

. Transformacién por raiz (x+0,5) para realizar la ANDEVA Yy la prueba de Duncan.
. Transformacién por arcoseno de la raiz (x+0,05) para realizar ANDEVA Yy la prueba de Duncan.
. EEC1y2,yEEP 1y 2, son los dos experimentos en las dos localidades de evaluacion.

Comparacion entre tratamientos (horizontal).

. Comparacion entre medias de localidades (vertical, letras mayusculas al lado de los valores).
. Comparacion entre épocas/localidad (vertical, letras mayusculas abajo de los valores).
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que presentan mayor
informacion), se presentan los
resultados de ganancia genética
de la resistencia a Bl en la
poblacién a lo largo de los ciclos
de seleccion recurrente.

En términos generales, el
incremento de la resistencia a lo
largo de los ciclos es algo que se
noté con facilidad para la
caracteristica Bl. Los resultados
de los analisis de varianza
combinado indican que hay
diferencia altamente significativa
entre tratamientos tanto para el
analisis del promedio como para
el % Ryde % | (Cuadro 4). Los
valores que miden cuales fueron
estas ganancias en la resistencia
se presentan en el Cuadro 5.

Considerando los calculos en
términos del promedio de los
grados, se observa que desde el
ciclo 0 al ciclo 1, se present6
una ganancia de la resistencia
en 17,37% con relacion al ciclo
0; y del ciclo 1 al ciclo 2, una de
9,39% con relacion al ciclo 0.
Tales valores se pueden
observar en la linea de Media
General del Cuadro 5. Estos
porcentuales se cambian para
16,42% y 5,97% si se
consideran los valores de % R
(Cuadro 5, linea de Media
General de la caracteristica %
R). Como se puede observar, las
ganancias en los ciclos iniciales
son mayores que en los
subsecuentes.

Cuadro 4. Cuadrados medios del analisis de varianza combinado y coeficientes de
variacion (CV) para el promedio, el porcentaje de plantas resistentes (% R) y
el porcentaje de plantas intermedias (% 1) de la caracteristica Piricularia en
la hoja (Bl) en la poblacion CNA-7.

Estacion Experimental Capivara - 12 y 22 épocas

Fuente Promedio’ % Resistentes? % Intermedias®

de Variacion Gl CM F CM F CM F
Rep 3 0,0066 1,45ns 0,018 4,31* 0,0095 3,17*
Trat 2 0,1460  32,00** 0,145 34,69** 0,0954  31,71*
Local 1 0,0032 0,70ns 0,075 17,83* 0,3899 12,96**
Epoca 1 0,0295 6,47* 0,0033 0,79ns 0,0035 1,19ns
LocalxEpoca 1 0,1641 35,99** 0,0348 8.,28** 0,02947  9,79**
LocalxTrat 2 0,0253 5,565** 0,0254 6,05** 0,01797  5,97*
EpocaxTrat 2 0,0061 1,35ns 0,0104 2,48ns 0,0083  2,78ns
Error 35 0,0045 0,0042 0,0030

cv 4,45 5,76 9,82

1. ANDEVA con datos transformados por raiz de (x+0,5).

2. ANDEVA con datos transformados por arcoseno de la raiz de (x+0,05).

3. EEC1y2,yEEP 1y 2, son los dos experimentos en las dos localidades de evaluacion.
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Otro aspecto que llama la
atencion es que las ganancias de
la resistencia no siguieron el
mismo patrén en las distintas
localidades, lo cual puede
observarse a través de la
significativa interaccion entre
localidad y tratamiento en la
ANDEVA combinada (Cuadro 4).
Esto seria lo mismo que decir
que en la EEC hubo ganancia del
ciclo 0 para el ciclo 1 de 26,79%,
pero no del ciclo 1 para el
siguiente. En la EEP ocurri6
exactamente al revés, la
ganancia fue de 19,80% apenas
del ciclo 1 para el 2 (Cuadro 5).

Podrian considerarse 2
hipotesis para explicar este
evento:

1) Alo largo de los ciclos se
estarian acumulando no sélo
los genes principales
correlacionados con la
resistencia a las razas
especificas presentes en la
EEC (localidad donde se
realizaron las selecciones),
sino también genes
secundarios que podrian
conferir resistencia en un mas
amplio espectro de razas del
hongo.

2) Allo largo de los ciclos se
acumularian solo genes
principales a través de la
seleccion de plantas
unicamente con grado entre
0-3.

Con la primera hipétesis, el
incremento en el C2 presente en
la EEP se explicaria por mejores
combinaciones de genes
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favorables con el paso de los
ciclos, puesto que habria mayor
posibilidad de que existieran
interacciones epistaticas entre
genes principales y secundarios
acumulados. Esto permitiria que
la poblacién respondiera de
manera favorable no sélo a la
presion de hongos ‘conocidos’
(que serian los hongos de la EEC
donde se efectud la seleccion),
sino también a ‘desconocidos’
(que serian las supuestas nuevas
razas existentes en la EEP para
la cual la poblacién no habia sido
seleccionada).

Con la segunda hipotesis, la
explicacién para que la ganancia
en el C2 fuera mayor en la EEP
que en la EEC, seria que en esta
ultima la resistencia ya habria
alcanzado un nivel tan alto en el
C1 que seria mucho mas dificil
que se presentara ganancia en
los ciclos siguientes. Esto es que
para detectar la ganancia
realizada serian necesarias otras
alternativas de evaluacién
experimental mas precisas.

Dado que en la EEP la ganancia
no habia sido tan grande en el
C1, seria mucho mas facil que
existiera un incremento.

Con esa diferencia entre
localidades, la observacién de los
valores de ganancia total
obtenidos en las 2 localidades a
lo largo de los 2 ciclos (Cuadro 5)
muestra con claridad la eficiencia
de la estrategia de seleccion
utilizada dentro del programa de
seleccion recurrente para
incrementar la resistencia a Bl en
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Cuadro 5.

Valores de ganancia genética absoluta y porcentaje de la resistencia a Piricularia en la hoja (Bl) para el promedio, el porcentaje de

plantas resistentes (% R) y el porcentaje de plantas intermedias (% I) en la poblacion CNA-7, a lo largo de los tratamientos ciclo 0
(C0), 1 (C1) y 2 (C2) a través de datos obtenidos en los experimentos distribuidos en las localidades EEC y EEP, en dos fechas de

siembra (EEC 1y 2, y EEP 1y 2).

Promedio? %Resistente? %Intermediaria?
(co.c1y (C1:C2) Total® (Co:.C1)° (C1:.C2)* Total® (Co:.C1)° (C1:.C2)* Total®

Exp.! Gs  %(C0) Gs %(CO0) Gs %(C0) Gs %(C0) Gs %(C0 Gs %(C0) Gs  %(CO Gs  %CO) Gs %(C0)
EEC 1 063 29,72 -0,11 -519ns 052 2453* 0,12 1644* 0,03 -411ns 0,09 1233* -011 -4231* 0,03 11,54ns -0,18 -69,23*
EEC 2 058 2447* 012 506ns 0,70 2954* 0,20 32,26 -0,04 645ns 0,24 3871* -020 -54,05* -0,03 -81Ins -0,14 -37,84*
Media EEC 0,60 26,79 0,01 045ns 061 27,23 0,6 2353* 0,00 000ns 0,16 2353 -0,15 -48,39* 0,00 0,00ns -0,16 -51,61*
EEP 1 -0,03 -1,38ns 044 2028 041 1889* 0,03 462ns 0,08 1231ns 0,11 16,92* -0,03 -882ns -0,08 -23,53ns -0,23 -67,65ns
EEP 2 0,32 17,02ns 0,35 1862ns 0,67 3564* 0,06 870ns 0,08 11,59* 0,14 20,29* -0,05 -17,24ns -0,08 -27,59* -0,16 -55,17*
MediaEEP 0,14 6,93ns 040 19,80 054 26,73* 0,05 746ns 0,07 1045 0,12 1791* -0,04 -1290ns -0,07 -22,58* -0,20 -64,52*
Media

general 0,37 17,37* 0,20 9,39* 0,57 26,76* 0,11 1642 0,04 597 0,15 2239* -0,10 -32,26* -0,03 -9,68* -0,18 -58,06*

1.
2.

Experimentos en las dos localidades de evaluacion EEC 1y 2,y EEP 1y 2.

Ganancias genéticas calculadas con base en datos originales. Las estadisticamente significativas a 95% de probabilidad por la prueba de Duncan se indican

con * y no significativas con ns.

Ganancia genética del ciclo 0 para el ciclo 1 en términos reales (x) y en términos de % con relacion a CO.

Ganancia genética del ciclo 1 para el ciclo 2 en términos reales (x) y en términos de % con relacién a CO.

Ganancia genética total (del ciclo 0 para el ciclo 2) en términos reales (x) y en términos de % con relacion a CO.
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la poblacion CNA-7. Enla EEC
la ganancia genética total
(GsTotal) fue de 27,23% y en la
EEP de 26,73% para el promedio
de los grados; y de 23,53% y
17,91% para % R. Estos son
incrementos que pueden
considerarse altos al compararlos
con el trabajo de Ceballos (1991),
pero de nivel intermedio si se
comparan con el trabajo de Diaz-
Lago et al. (2002), que
presentaron ganancias que
variaron entre 41y 64%.

Las interacciones altamente
significativas entre localidad y
época del analisis combinado
(Cuadro 4) llevaron al analisis de
los datos por localidad (Cuadro
6). Tanto en la EEC como en la
EEP (Cuadro 6) fue posible
verificar la diferencia significativa
entre épocas de siembra lo cual
lleva a afirmar que el
conocimiento de la dinamica
poblacional de las enfermedades
es un factor que debe tenerse en
cuenta. Los trabajos de Prabhu
et al. (2001) proponen la eleccion
de la época de siembra para
variedades comerciales, lo cual
seria una aplicacion de este tipo
de conocimiento. Estos
argumentos fortalecen la idea de
que la estrategia de seleccion
adoptada en la conduccién de la
poblacion CNA-7 fue adecuada
pues fue posible hacer coincidir la
época de seleccion con la alta
presion de la enfermedad. Sicon
una diferencia de 10 dias de
siembra de una época a otra ya
se verifico interaccion significativa
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en las respuestas, seguramente
esa es una cuestion en la cual se
debe profundizar mas. Desde
1970, cuando se intentaba
elaborar un mecanismo sencillo
de captura de los hongos en el
aire, ya se demostraba la
intencion de identificar y conocer
la dinamica poblacional de los
hongos (Yamaguchi, 1970).

Las diferencias entre
tratamientos (ya presentadas)
también pueden comprobarse en
los Cuadros 7 y 8 en los cuales se
presentan los analisis de varianza
para cada experimento. Su
analisis revela que los CVs
obtenidos presentaron valores
que variaron desde 3,10 hasta
11,62%. Se observa que los CVs
mas altos fueron para los datos de
% |y que no hubo diferencia
significativa entre repeticiones.

La comparacién entre los errores
fue lo que permitié el analisis
combinado de los datos (incluidos
en el Cuadro 4).

Los calculos de la
heredabilidad realizada para la
caracteristica Bl se presentan en
las Figuras 1A, 1B y 1C con base
en las regresiones lineales de los
dados. Los valores de
heredabilidad de 0,35; 0,29y 0,50
se obtuvieron respectivamente
para el promedio, la % |y % R.

Se comprueba que los datos
obtenidos en la poblacion CNA-7
fueron mas grandes que los de
Filippi y Prabhu (1997) en cuyo
trabajo las heredabilidades
oscilaron entre 0,16 y 0,26. Una
posible explicacion de ello es que
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Cuadro 6. Cuadrados medios del analisis de varianza por localidad y coeficientes de variacion (CV) para el promedio, el porcentaje de
plantas resistentes (% R) y el porcentaje de plantas intermedias (% I) de la caracteristica Piricularia en la hoja (BI) en la poblacion
CNA-7 a través de datos obtenidos en los experimentos conducidos en la EEC y EEP en dos fechas de siembra (EEC 1y 2),

(EEP 1y 2).
Estacion Experimental Capivara - 12 y 22 épocas Estacion Experimental Palmital - 12 y 22 épocas

Fuente de Promedio ' % Resistente? % Intermedia? Promedio’ % Resistente? % Intermedia?
Variacion Gl CM F CM F CM F CM F CM F CM F
Rep 3 0,0032 0,91ns 0,0135 2.95ns  0,0057 1,84ns 0,0047  0,77ns 0,0090 2,00ns 0,0066 1,86ns
Trat 2 0,0958 26,76** 0,1193 26.00** 0,0781 24,94* 0,0713  11,48* 0,0519 11,51** 0,0353 9,95**
Epoca 1 0,0293 8,18* 0,0083 1.81ns  0,0062 1,99ns 0,1667  26,82** 0,0298 6,61* 0,0268 7,56
Error 17 0,00358 0,0046 0,0031 0,0062 0,0045 0,0035

Ccv 3,92 5,81 10,56 5,22 6,19 10,14

1. ANDEVA con datos transformados por raiz de (x+0,5).
2. ANDEVA con datos transformados por arcosen de la raiz de (x+0,05).
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Cuadro 7. Cuadrados medios del analisis de varianza individual y coeficientes de variacion (CV) para el promedio, el porcentaje de plantas

resistentes (% R) y el porcentaje de plantas intermedias (% 1) de la caracteristica Piricularia en la hoja (Bl) en la poblaciéon CNA-7
a través de datos obtenidos en los experimentos conducidos en la EEC en dos fechas de siembra (EEC 1y 2).

Estacion Experimental Capivara - 12 y 22 épocas

Estacion Experimental Palmital - 12 y 22 épocas

Fuente de Promedio ' % Resistente? % Intermedia? Promedio’ % Resistente? % Intermedia?
Variaciéon Gl CM F CM F CM F CM F CM F CM F
Rep 3 0,0048 1,06ns  0,0090 3,37ns 0,0048  3,08ns 0,0032 1,37ns 0,0071 1,90ns 0,0032 1,40ns
Trat 2 0,0485 10,65** 0,0302 10,74 0,0180 11,48**  0,0546  23,3** 0,1030 27,60* 0,0717 31,32**
Error 6 0,0046 0,0028 0,0016 0,0023 0,0037 0,0022

Ccv 4,52 4,48 7,71 3,10 5,35 8,76

Media 1,49 1,18 0,51 1,56 1,14 0,55

1. ANDEVA con datos transformados por raiz de (x+0,5).
2. ANDEVA con datos transformados por arcosen de la raiz de (x+0,05).
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Cuadro 8. Cuadrados medios del analisis de varianza individual y coeficientes de variaciéon (CV) para el promedio, el porcentaje de plantas
resistentes (% R) y el porcentaje de plantas intermedias (% 1) de la caracteristica Piricularia en la hoja (BI) en la poblacion CNA-7
a través de datos obtenidos en los experimentos distribuidos en la EEP en dos fechas de siembra (EEP 1y 2).

Estaciéon Experimental Capivara - 12 y 22 épocas

Estacion Experimental Palmital - 12 y 22 épocas

Fuente de Promedio ' % Resistente? % Intermedia? Promedio’ % Resistente? % Intermedia?
Variaciéon Gl CM F CM F CM F CM F CM F CM F
Rep 3 0,0072 2,93ns 0,0117 1,89ns  0,0099 1,92ns 0,0031  0,33ns 0,0042 1,44ns 0,0016 0,77ns
Trat 2 0,0240 9,78* 0,0219 3,53ns 0,0145 2,80ns 0,0552 5,82ns 0,0307 10,67** 0,0213 9,90*
Error 6 0,0024 0,0062 0,0052 0,0095 0,0028 0,0020

Ccv 3,12 7,50 11,62 6,85 4,79 8,37

Media 1,59 1,05 0,62 1,43 1,12 0,55

1. ANDEVA con datos transformados por raiz de (x+0,5).
2. ANDEVA con datos transformados por arcosen de la raiz de (x+0,05).

3. EEC 1y 2,y EEP 1y 2 son los dos experimentos en las dos localidades de evaluacion.
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Figura 1.

342

Mejoramiento Poblacional, una Alternativa para Explorar
los Recursos Genéticos del Arroz en América Latina

Graficas con regresion lineal de la resistencia a Piricularia en la hoja (BI) en
la poblacion CNA-7 a lo largo de los ciclos 0, 1y 2 del Programa de
Mejoramiento, donde el valor ‘b’ de las férmulas representa la heredabilidad
realizada para el promedio (A), la % | (B) y % R (C).
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Ganancia Genética para Resistencia a Piricularia en una Poblacién de Arroz

en la CNA-7 la estrategia de
seleccion de plantas con grados
entre 0-3, podria rescatar de
manera mayoritaria genes
principales si lo comparamos con
la estrategia de la otra poblacién,
que era seleccionar plantas con
resistencia parcial, o sea, con
grados >4 en la escala IRRI
(1988).

Piricularia en el cuello de la
panicula (NBI)

El primer cuadro (Cuadro 9)
de los analisis de la caracteristica
Piricularia en el cuello de la
panicula presenta los datos de
200 plantas/experimento para el
promedio de los grados, el % Ry
el % I. Las letras representan los
resultados de las pruebas de
Duncan a 95% de probabilidad:
las iguales representan igualdad
entre tratamientos en términos
estadisticos. Se dan casos
donde estas letras no se
presentan debido a la falta de los
criterios de homocedasticidad de
varianzas que posibilitarian los
analisis.

Aunque existe una tendencia
a creer que se presentoé ganancia
de la resistencia a NBl en la
localidad EEP, con base en la
observacion de los datos del
promedio en el Cuadro 9 (1,62;
1,51; 1,16), los analisis de
varianza individuales demuestran
gue esto no pudo comprobarse
estadisticamente.

A diferencia del analisis de la
caracteristica Bl (ya presentada),
en el cual fue posible mostrar un

analisis combinado de los datos,
los analisis de NBI tuvieron que
efectuarse por localidad y por
experimento, de forma separada.

Tanto para los experimentos
realizados en la EEC como en la
EEP, se destaca la importancia
de la época de siembra en la
evaluacién de la caracteristica
NBI, cuando se detecta diferencia
significativa en la fuente de
variacion ‘epoca’ del analisis de
varianza (Cuadro 10). Los datos
para el promedio del Cuadro 9,
por ejemplo, sefalan que en la
media EEC en la primera época
(EEC-1) fue de 0,62, mientras
que en la segunda (EEC-2) fue
de 0,33. Estos datos se
corroboran con lo que describe
Ou (1985) cuando afirma que
para la caracteristica NBI, en
particular, la época de siembra
parece tener gran influencia.

En el Cuadro 9 se debe
también considerar que si se
suman los datos de % Ry % |
para cada un de los ciclos, es
posible percibir indirectamente
que desde el ciclo 0 la poblacion
CNA-7 ya present6 un bajo grado
de susceptibilidad, lo cual indica
que también para NBI fue buena
la seleccion de los progenitores
utilizados. Este calculo se obtuvo
sumando el valor medio de % R
con el valor medio de % |l en la
EEC (0,94+0,03) que es igual a
0,97. Por lo tanto, los 0,03 que
restan para llegar a los 100%
representan la cantidad de
plantas susceptibles encontradas
en el ciclo 0 de la EEC.
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Cuadro 9. Datos de Piricularia en el cuello de la panicula (NBI) para el promedio, el porcentaje de plantas resistentes (% R) y el porcentaje

de plantas intermedias (% |) de los tratamientos Ciclo 0 (C0), 1 (C1) y 2 (C2) de la poblaciéon CNA-7, en los experimentos

distribuidos en las localidades EEC y EEP, en dos fechas de siembra (EEC 1y 2,y EEP 1y 2).

Promedio! % Resistente? % Intermedia?

Experimento®  CO0* C14 C2*  Media®* co* C14 C2* Media®>® Co° C15 C25 Media% ®

0,62 0,91 0,05
EEC1 043b 09a 048b A 092a 088a 093a A 0,04 a 0,06a 0,03a A

0,33 0,96 0,03
EEC2 035a 039a 026a B 09a 09a 097a A 0,01a 0,03a 0,02a B
Media EEC 039b 068a 037b 0,48 094a 092a 09a 094 0,03a 0,04a 0,03a 0,04

1,23 0,86 0,08
EEP 1 143 a 128a 0,99a A 084a 085a 089a A 0,09a 0,11a 0,04b A

1,63 0,81 0,12
EEP 2 181a 1,74 a 1,34 a B 0,78a 080a 085a B 0,11a 0,13a 0,10 a B
Media EEP 162a 151ab 1,16 b 1,43 081b 083ab 087a 0,84 0,10ab 0,12a 0,08b 0,10
Media General 1,04 1,07 0,85 0,87 0,87 0,91 0,07 0,09 0,05

o gk wWN 2

homocedasticidad de varianza.

. ANDEVA con datos transformados por raiz de (x+0,5).

. ANDEVA con datos transformados por arcosen de la raiz de (x+0,05).

. EEC1y2,yEEP 1y 2 son los dos experimentos en las dos localidades de evaluacion.
Comparacién entre tratamientos (horizontal).

. Comparacién entre épocas/localidad (vertical, letras mayusculas al lado de los valores).
. No fue posible realizar la comparacion entre datos de media de localidad en la EEP, ni de media general porque no se cumplieron los criterios de
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Cuadro 10. Cuadrados medios del analisis de varianza por localidad y coeficientes de variacion (CV) para el promedio, el porcentaje de
plantas resistentes (% R) y el porcentaje de plantas intermedias (% |) de la caracteristica Piricularia en el cuello de la panicula
(NBI) en la poblacién CNA-7 a través de datos obtenidos en los experimentos conducidos en la EEC y EEP en dos fechas de
siembra (EEC 1y 2), (EEP 1y 2).

Estacion Experimental Capivara - 12 y 22 épocas

Estacion Experimental Palmital - 12 y 22 épocas

Fuente de Promedio ' % Resistente? % Intermedia? Promedio’ % Resistente? % Intermedia?
Variaciéon Gl CM F CM F CM F CM F CM F CM F
Rep 3 0,0100 1,21ns 0,0049 0,54ns  0,0009 0,62ns 0,0098 0,47ns 0,0018 0,29ns 0,0003 0,12ns
Trat 2 0,0547 6,60** 0,0067 0,74ns  0,0022 1,51ns 0,0590 2,82ns 0,0208 3,19ns 0,0086 3,16ns
Epoca 1 0,1197 14,45  0,0021 2,24ns  0,0108 7.42* 0,1221 5,84* 0,0429 6,58 0,0174 6,33*
Error 17 0,0082 0,0096 0,0014 0,0209 0,0065 0,0027

cv 9,28 6,90 13,29 10,47 6,52 13,26

1. ANDEVA con datos transformados por raiz de (x+0,5).

2. ANDEVA con datos transformados por arcosen de la raiz de (x+0,05).
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Cuadro 11. Cuadrados medios del analisis de varianza individual y coeficientes de variacion (CV) para el promedio, el porcentaje de plantas
resistentes (% R) y el porcentaje de plantas intermedias (% 1) de la caracteristica Piricularia en el cuello de la panicula (NBI) en la
poblacion CNA-7 a través de datos obtenidos en los experimentos distribuidos en la EEC en dos fechas de siembra (EEC 1y 2).

Estaciéon Experimental Capivara - 12 y 22 épocas

Estacion Experimental Palmital - 12 y 22 épocas

Fuente de Promedio ’ % Resistente? % Intermedia? Promedio’ % Resistente? % Intermedia?®
Variaciéon Gl CM F CM F CM F CM F CM F CM F
Rep 3 0,0178 2,59ns  0,0044 0,43ns 0,0021  0,81ns 0,0025 0,88ns 0,00008 0,32ns 0,0007 1,88ns
Trat 2 0,0730 10,75* 0,0098 0,97ns  0,0019  0,74ns 0,0064 2,23ns 0,0003 1,20ns 0,0009 2,47ns
Error 6 0,0068 0,010 0,0026 0,0029 0,002 0,003

CcVv 7,88 7,33 16,56 5,93 1,63 7,15

Media 1,05 1,37 0,31 0,91 0,96 0,26

1. ANDEVA con datos transformados por raiz de (x+0,5).
2. ANDEVA con datos transformados por arcosen de la raiz de (x+0,05).
3. Datos originales.
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Ganancia Genética para Resistencia a Piricularia en una Poblacién de Arroz

Para la caracteristica NBI,
diferente de BlI, no fue posible
demostrar si los valores
promedios o los porcentuales
eran mas adecuados para
utilizarse en este tipo de
analisis.

Con relacién a los analisis
de varianza por experimento
(Cuadros 11y 12), se
observaron pocos casos en los
cuales se presentara diferencia
significativa entre los
tratamientos. La comparacion
entre las letras en la horizontal
de la media de EEC del Cuadro
9 lo muestra con claridad. Con
los promedios, que oscilaron
entre 0,39; 0,68; y 0,37 alo
largo de los ciclos, fue posible
calcular las ganancias genéticas
y verificar que apenas en la
EEC, la resistencia a NBl de la
poblacion disminuyd en el
primero ciclo (GsCO0:C1= -74%)
y después volvié a aumentar en
el segundo ciclo
(GsC1:C2= +79%) para el
promedio. La imposibilidad de
calcular ganancias para las
otras caracteristicas indica que
no fue posible detectar con
confiabilidad estadistica,
ganancia de la resistencia a NBI
en la poblacién CNA-7 utilizando
la estrategia de seleccién ya
descrita.

Los datos indican, por lo
tanto, que la estrategia de
seleccion adoptada no fue
eficiente para incrementar la
caracteristica NBI dentro de la
poblacion CNA-7. La

explicacién de ello podria
encontrarse en los siguientes
factores:

Problemas en la evaluacion.
Un factor seria que como el
analisis de la caracteristica NBI
se basa en el porcentaje de
granos estériles, seria factible
que se presentara una confusion
en el momento de la evaluacién
por un mimetismo del sintoma de
la enfermedad con los granos
androestériles existentes en la
poblacién (Guimaraes et al.,
1995). La otra posibilidad seria
que como la escala de evaluacion
de Piricularia en el cuello de la
panicula describe el grado 0
como ‘planta sin incidencia’; el
grado 1 como ‘menos de 5% de
paniculas infectadas’, el grado 3
como ‘5-10% de paniculas
infectadas’, es posible imaginar la
dificultad de ser exacto durante la
evaluacion.

Una dificultad adicional en la
evaluacion de la caracteristica
NBI se presenta en las casas de
malla. Por ejemplo, Prabhu
(comunicacion personal) comenta
que aun se busca una
metodologia adecuada para que
la inoculacion sea eficiente, y en
algunas publicaciones se dan
sugerencias para que sistemas
alternativos para evaluacion de
Piricularia en el cuello de la
panicula y en la hoja se
investigen y desarrollen (Filippi y
Prabhu, 1997).

Influencia del ambiente. Otro
factor que pudo imposibilitar la
deteccion de ganancia genética
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Cuadro 12. Cuadrados medios del analisis de varianza individual y coeficientes de variacion (CV) para el promedio, el porcentaje de plantas
resistentes (% R) y el porcentaje de plantas intermedias (% 1) de la caracteristica Piricularia en el cuello de la panicula (NBI) en la

poblacién CNA-7 a través de datos obtenidos en los experimentos distribuidos en la EEP en dos fechas de siembra (EEP 1y 2).

Estaciéon Experimental Capivara - 12 y 22 épocas

Estaciéon Experimental Palmital - 12 y 22 épocas

Fuente de Promedio ' % Resistente? % Intermedia? Promedio’ % Resistente? % Intermedia?
Variacion Gl CM F CM F CM F CM F CM F CM F
Rep 3 0,0215 1,30ns  0,0047 0,94ns 0,0016  1,98ns 0,0083 0,26ns 0,0034 0,33ns 0,00100 0,22ns
Trat 2 0,0270 1,67ns  0,0109 2,17ns 0,0104 12,81* 0,0317 0,98ns 0,0099 0,96ns 0,00138 0,29ns
Error 6 0,0160 0,005 0,0008 0,0324 0,0102 0,0047

CcVv 9,85 5,55 7,74 12,39 8,48 16,32

Media 1,31 1,27 0,36 1,45 1,19 0,42

1. ANDEVA con datos transformados por raiz de (x+0,5).
2. ANDEVA con datos transformados por arcosen de la raiz de (x+0,05).

eue] BOLIBWY U8 ZOLIY [8p SOOIJaUSE) SOSIN28Y SOf

Jelojdxg esed eAneuls)jy Bun {euoioe|qod ojusiwelolopy



Ganancia Genética para Resistencia a Piricularia en una Poblacién de Arroz

para la caracteristica NBI, seria la
gran influencia del ambiente
durante la evaluacién de los
datos. Con relacion al ambiente
se sabe que en la EEC es usual
la siembra de materiales de
tierras altas, mientras que en la
EEP se utiliza el arroz de riego, y
podria suponerse que las razas
de hongos que se desenvuelven
en uno Yy otro sitio difieren entre
si. La diferencia entre las
localidades EEC y EEP no
pudieron ser estadisticamente
comprobadas en este
experimento pues los analisis no
cumplieron con la premisa de
homogeneidad de las varianzas.
Con relacion a la época de
siembra se sabe que la
caracteristica NBI se ve mas
afectada que Bl (Ou, 1985; Veillet
y Filippi, 1993). Todas esas
influencias ambientales podrian
ser ocasionadas por las
diferentes frecuencias o
distribuciones de las razas del
patdgeno en la localidad y época.
Comparando los datos de la
CNA-7 del experimento de
2001/02 con los datos obtenidos
en 1997/98 para las familias S,
se nota que en aquella época el
promedio del ciclo 0 era de 5,02
(Badan et al., 2000) mientras que
el de ahora es mucho mas bajo,
lo que refuerza mas la presuncion
de la influencia del ambiente.
Varios trabajos corroboran
esta idea. Alvarez (1995), por
ejemplo, justifica la falta de
ganancia genética de la
resistencia en la poblacién con la

cual trabajaba por un supuesto
cambio en la poblacién del
patdgeno en la localidad donde
se realizaban las evaluaciones de
un ano a otro; y Gatica (1993) en
su poblacion de maiz explica la
alteracion en la poblacion del
patdgeno de un ambiente a otro.

Una conjetura mas podria
surgir en relacion a la distribucion
de la enfermedad de manera
desigual en el campo, lo que
incrementaria el error
experimental y dificultaria la
demarcacion entre los
tratamientos.

Estrategia de seleccion. La
seleccion truncada para plantas
con grado debajo de 3, la misma
estrategia utilizada en la
poblacion GC-91, ya habia
funcionado. En 1995 Guimaraes
et al. (1995) lograron incrementar
la resistencia a Piricularia en
términos de % R, desde 21,11
(C0) a 36,78 % (C1), por lo que
era de esperarse que seguiria
funcionando. De todos modos,
una consulta a la bibliografia de
la genética de Bl y NBI podria
arrojar alguna otra idea de como
estaria funcionando esto o si
puede estar presentandose algun
tipo de influencia de una
seleccidn sobre la otra.

Seleccion simultanea de las
caracteristicas Bl y NBI

La seleccion simultanea de
varias caracteristicas es una
tarea bastante complicada. Por
esa razon cuando se creo la
poblacion CNA-7 la idea era
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primero garantizar la obtencion
de la resistencia, y solamente
después seleccionar para otras
caracteristicas de interés pues la
varianza de la poblacion se
mantendria a un nivel adecuado,
o la poblacién creada podria
servir como base para nuevos
cruzamientos.

A pesar de que la
caracteristica resistencia a
Piricularia se plantea como unica,
las formas desiguales del ataque
de la enfermedad se consideran
como distintas fases: la
resistencia a la hojay la
resistencia al cuello de la
panicula (Veillet y Filippi, 1993),
incluso en los varios programas
de mejoramiento que siempre las
seleccionan por separado.

En la literatura, hasta hoy,
las correlaciones genéticas entre
ellas no son muy claras.
Bonmann et al. (1989)
encontraron correlaciones
positivas entre Bl y NBI. En la
misma poblacion CNA-7, con la
cual se trabaja en la actualidad,
se encontré una asociacién
positiva entre las caracteristicas
Bl y NBI (Badan et al., 2001), lo
que significé que la mayoria de
las lineas S, evaluadas en el
afio 2000 resultaran resistentes
tanto para Bl como para NBI. Sin
embargo, llama la atencién el
hecho de que utilizando la misma
estrategia de seleccién se
observo ganancia para la
caracteristica Bl y no para NBI.

¢, Seria posible pensar que
las interacciones intra o
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interalélicas podrian estar
influyendo en estos resultados o
se atribuiria apenas al efecto
ambiental o de mala evaluacién,
como se describi6é anteriormente?

Veillet y Filippi (1993) al
analizar la poblacién CNA-IRAT 5,
describieron que la heterosis
positiva encontrada llevo a la
conclusion de que los hibridos
serian siempre mas resistentes a
Piricularia que las lineas puras,
independientemente del método
de seleccion utilizado. También
explican que los efectos de
dominancia no podrian explicar la
heterosis para Bl. Para NBI fue
imposible explicar con claridad su
efecto so6lo con base en los
componentes de resistencia en la
hoja. Asi que seria posible creer
que la caracteristica NBI tendria
mayor influencia de la interaccion
de genes de dominancia, lo que
proporcionaria mayor heterosis,
mientras que para la caracteristica
Bl, el efecto aditivo de los genes
ya estaria siendo eficiente para
que la seleccion recurrente fuera
eficiente. Estas son discusiones
que se deben aclarar en trabajos
futuros.

Otro factor importante seria
que el tipo de familia donde se
estan realizando las evaluaciones
tal vez podria estar influyendo en
el tipo de reaccién observada.
Cuando se evaluan familias S,
estas presentan un nimero de
homocigotos mucho mayor que
las S,. ¢No podrian ser los
heterocigotos los responsables
por la resistencia a NBI?
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Una suposicion mas es la
de las interacciones interalélicas.
La estrategia de seleccion
utilizada posiblemente estaria
eliminando alelos importantes
pues ya se sabe que la seleccion
para genes principales resulta en
la eliminacion de genes
secundarios (Van der Plank,
1978). ¢Tendrian los genes
secundarios una gran importancia
para la caracteristica NBI?

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

A través de los estudios
realizados se verificd que la
poblacion CNA-7 presentd
buenos incrementos en el grado
de resistencia a Bl a lo largo de
dos ciclos de seleccion, al
emplearse la estrategia de
seleccion de plantas con grados
de 0-3 bajo fuerte presion del
in6culo en el campo. Sin
embargo, lo mismo no ocurrio
para la caracteristica NBl. Se
propone que se perfeccione la
metodologia de evaluacion y del
analisis de los datos de NBI. Una
sugerencia seria el analisis de
varianza cartografico para
intentar al maximo disminuir el
efecto ambiental (Duarte, 2000),
o buscar otras alternativas como
las propuestas por Diaz-Lago et
al. (2002).

Los bajos grados de
incidencia de la enfermedad,
tanto para Bl como para NBI,
indican que la eleccion de los
progenitores ha sido bastante
eficiente en el sentido de

incrementar la resistencia de la
poblacion. Con el grado existente,
ya seria posible utilizar la
poblacion CNA-7 para la seleccién
de otras caracteristicas, asi como
fuente de nuevos progenitores
para otros cruzamientos.

La diferencia de
comportamiento de la poblacion
en distintas localidades, para la
caracteristica Bl, indica que la
durabilidad de la resistencia tal
vez sea otro factor que deba ser
asistido en la poblacién.
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RESUMEN

El éxito de un programa de mejoramiento poblacional en arroz requiere del
cumplimiento de algunas condiciones como amplia variabilidad genética
inicial; mantenimiento de esa variabilidad en los diferentes ciclos del
programa de seleccion recurrente y apareamiento al azar en la etapa de
recombinaciéon. Este estudio se realiz6 con el propdsito de estudiar el
cumplimiento de esas condiciones con el uso de marcadores moleculares
(isoenzimas - IDH, PGI, ACP, B-est, y diez microsatélites) y plantas de la
poblacién PFD-1 ciclos 0 y 1. Los resultados obtenidos con isoenzimas
comprobaron la amplia variabilidad genética de la poblacion PFD-1 ciclo 0
que, en una gran proporcion resultd diferente a la hallada en cuatro cultivares
de arroz de Venezuela. El analisis de las frecuencias alélicas de diez loci
microsatélites en los ciclos 0 y 1 permitié corroborar el mantenimiento de la
diversidad genética entre ambos ciclos. Al estudiar el cumplimiento de la
condicion de equilibrio de Hardy-Weinberg para cada loci y ciclo, se encontré
una proporcion de heterocigotos significativamente menor con respecto a lo
esperado en ambos ciclos y en consecuencia un valor de endocria mayor que
0. El analisis de desequilibrio de ligamiento indicé la recombinacion al azar
entre genes. Los valores de endocria encontrados parecen indicar la
ocurrencia de cierto grado de autogamia que debe estudiarse con mas detalle
para tomar las correcciones pertinentes.

MoLeEcuLAR MARKERS As TooLs FOR
PopruLATION IMPROVEMENT IN RICE

ABSTRACT

To run a successful population improvement programme for rice, certain
conditions must be fulfilled, such as an initially broad genetic variability, the
maintenance of this variability through various cycles of the recurrent
selection programme and random mating in the recombination stage. To
evaluate the fulfilment of these conditions, a study was carried out with
molecular markers (isoenzymes IDH, PGI, ACP and B-est, and 10
microsatellites) and plants from the PFD-1 population, cycles 0 and 1. The
results obtained with the isoenzymes proved broad genetic variability for
PFD-1 cycle 0, with a large proportion of the variability differing from that
found in four Venezuelan rice cultivars used as checks. The analysis of allelic
frequencies, using the microsatellites, in cycles 0 and 1 showed maintenance
of genetic diversity through the two cycles. On evaluating the fulfiiment of the
Hardy-Weinberg equilibrium for each locus and cycle, we found, for both
cycles, a significantly minor proportion of heterozygotes than was expected
and consequently an inbreeding value of more than 0. Analysing the linkage
desequilibrium showed random recombination among genes. The inbreeding
values found apparently indicated the occurrence of a certain degree of
autogamy, which must be studied in more detail to correct accordingly.
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INTRODUCCION

La seleccion recurrente es

un procedimiento ciclico y

gradual cuyo objetivo es

aumentar la frecuencia de alelos
favorables dentro de una
poblacion, manteniendo una alta
variabilidad de manera que
permita al fitomejorador extraer
plantas promisorias en los
diferentes ciclos del programa.

El éxito de este tipo de programa

depende de varios factores:

* Una variabilidad inicial que
permita el avance deseado.

* Evaluacion de los caracteres
de interés que permita
discernir el efecto genotipico
para asi identificar los
superiores.

* QOcurrencia de cruzamientos al
azar orientados hacia la libre
combinacion de alelos dentro
de genes (equilibrio de Hardy-
Weinberg) y entre genes
(equilibrio de ligamiento).

De esta manera se espera:

e Aumentar la frecuencia de
genotipos con los caracteres
deseables hacia los cuales se
ha dirigido la seleccion, en el
caso de que la seleccién sea
eficiente.

* Mantener una alta variabilidad
para el resto de los caracteres,
permitiendo el uso de estas
poblaciones como base para
la obtencidn de nuevos
genotipos. Por esto se
requiere que la poblacion
basica sea de amplia base
genética.
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* Brindar la oportunidad de que
aparezcan nuevas
combinaciones que
enriquezcan la posibilidad de
seleccion en el tiempo, lo cual
se logra en la etapa de
recombinacion cuando debe
asegurarse una condicién de
panmixia.

Este tipo de programa de
mejoramiento se disefié en un
principio para el maiz, donde la
polinizacion cruzada esta
asegurada por el mecanismo de
floracion. Como para plantas
autégamas, como arroz y soya, la
polinizacion cruzada debia
realizarse a mano, la ejecucion
de este tipo de programa se
dificultaba.

En el caso del arroz la
incorporacién en las poblaciones
basicas de un gen de
androesterilidad ha facilitado la
aplicacion de los esquemas de
seleccion recurrente en los
programas de mejoramiento
poblacional. De esta manera, es
posible asegurar la polinizacion
cruzada al cosechar en la etapa
de recombinacién unicamente las
plantas androestériles que
habrian recibido el polen de
plantas fértiles vecinas para
formar las semillas.

Sin embargo, ante lo
novedoso de estos esquemas
aplicados a un cultivo autbgamo
como el arroz, surgen inquietudes
en quienes lo desarrollan en
cuanto al buen desenvolvimiento
del mismo y, en consecuencia, en
cuanto al éxito futuro como fuente
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potencial para la obtencion de
cultivares mejorados.

Con el propdsito de brindar
respuestas a los fitomejoradores
en cuanto al cumplimiento de los
factores de éxito de los
programas conducidos en
América Latina, en el Centro de
Investigaciones en Biotecnologia
Agricola (CIBA)-Instituto de
Genética de la Facultad de
Agronomia, Universidad Central
de Venezuela, en Maracay, se
esta realizando una serie de
estudios con herramientas
biotecnoldgicas como son los
marcadores moleculares tipo
isoenzimas y microsatélites
utilizando como poblacién modelo
la PFD-1. El objetivo de este
estudio es responder a las
siguientes inquietudes:

1. ¢Era amplia la base genética
de la poblacion PFD-17?

2. ¢ Se mantuvo la variabilidad
genética entre los ciclos 0y 1?

3. ¢El uso de la androesterilidad
aseguro la libre recombinacion
de los alelos, dentro y entre
genes?

¢ ERA AMPLIA LA BASE GENETICA DE LA
PosLacion PFD-17?

Para este estudio se
utilizaron 300 plantas del ciclo 0
de la poblacion PFD-1 que se
sembraron en bandejas en
condiciones de umbraculo. Alos
8 dias después de la siembra se
tomoé una muestra de tejido foliar
de cada planta para la
determinacion de patrones

electroforéticos de las isoenzimas
[-esterasa (B-est) y fosfatasa
acida (ACP) en geles de
poliacrilamida al 10% (Velasquez,
2001). Alos 18 dias después de
la siembra se tomo tejido foliar de
cada planta para la determinacion
de patrones electroforéticos en
geles de almidoén al 12% de las
enzimas fosfoglucoisomerasa
(PGI) e isocitrato deshidrogenasa
(IDH), siguiendo la metodologia
de Rodriguez (2001) y

Ortiz et al. (2002).

En el Cuadro 1 se presentan
los distintos patrones observados
para cada sistema isoenzimatico.
Para las enzimas IDH, PGl y ACP
se observo una zona de actividad
y en el caso de (-est, se
observaron dos, que se
identificaron como B-est | y
B-est Il

Dada la imposibilidad de
asignar un genotipo a cada planta
para cada isoenzima —por el
desconocimiento del control
genético de las mismas— el
estudio de diversidad se realiz6
sobre la base de los patrones
electroforéticos de cada
isoenzima. Para ello se
identificaron los diferentes
patrones de bandas de cada
sistema isoenzimatico y por
conteo directo se obtuvieron sus
frecuencias. Con ellas se
estimaron los indices de
diversidad de Shannon y Weaver
(H), el de uniformidad (E) y el
complemento del indice de
Simpson (D) (Sneath y Sokal,
1973). Elindice de Shannony
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Weaver (H) es una medida del
grado de incertidumbre para
encontrar un patrén
electroforético dado para un
individuo cualquiera dentro de la
poblacion, y esta afectado tanto
por el nimero de patrones como
por la frecuencia relativa de los
mismos. Su célculo se realiza
segun la formulaH =- 3 p.In (p),
donde “p;” representa la
frecuencia del i-ésimo patron
electroforético. Los valores
mayores de H se esperan en
poblaciones con mas patrones,
es decir con mayor riqueza y con
frecuencias semejantes de cada
patrén, o con mayor uniformidad
de sus frecuencias.

Por otra parte, el indice (E)
es una medida de uniformidad de
la frecuencia de los distintos
patrones y representa la
proporcion de diversidad
observada (H) con respecto al
maximo valor tedrico. Se calcula
con base al indice de Shannon y
Weaver (H) como E = H/InS,
donde S corresponde al niUmero
de patrones por sistema
isoenzimatico. De esta manera E
tendera al valor maximo de 1
cuando las frecuencias de los
patrones observados sean mas
similares. El complemento del
indice de Simpson (D) estima la
probabilidad de encontrar dos
patrones distintos en la poblacion
y se calcula por la férmula:
D=1-3p? donde “p” es la
frecuencia del i-ésimo patron
electroforético. El indice D sera
mayor cuando las frecuencias de
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los patrones sean similares; por el
contrario, a medida que un patron
electroforético predomine, el
indice D ira disminuyendo (Sneath
y Sokal, 1973).

En el Cuadro 2 se presentan
los valores obtenidos de H, Ey D
para cada sistema isoenzimatico y
su valor promedio. Los valores
mas altos del indice H, permitieron
observar que los sistemas
isoenzimaticos mas diversos
fueron B-est Il y PGI. Los
resultados en cuanto al indice de
uniformidad E indicaron que esta
poblacién presenta cerca de 91%
(0,905) de la variabilidad tedrica
maxima para el numero de
patrones observados, que ocurriria
si todos los patrones presentaran
frecuencias similares. Esto, a su
vez, indica que ninguno de estos
patrones predomina en la
poblacion, lo cual es importante
pues disminuye el peligro de
derivacién genética y permite
mantener la variabilidad en el
programa de mejoramiento. Con
base en el valor promedio de D en
una comparacién al azar entre dos
plantas, hay una probabilidad de
65,9% de encontrar patrones
distintos. De esta manera,
considerando estos indices
podemos responder nuestra
primera pregunta afirmando que
la poblacién PFD-1 ciclo 0
presenta una alta diversidad
genética, evidenciada por la
cantidad de genotipos distintos
presentes y con frecuencias
similares sin el predominio de
alguno de ellos.
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Cuadro 1. Diferentes patrones (P,) electroforéticos observados para las isoenzimas
isocitrato deshidrogenasa (IDH), fosfoglucoisomerasa (PGl), B-esterasa
(B-est | y B-est 1) y fosfatasa acida (ACP) en la poblacién de arroz PFD-1,

ciclo 0, y cuatro cultivares comerciales de arroz Araure 4, Cimarrén, Fonaiap
1y Palmar.

Isoenzima PFD-1 Cultivares comerciales

IDH P, P, P, Araure 4 Cimarron Fonaiap1  Palmar
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Por otra parte, con el
propdsito de inferir si la
variabilidad presente en la
poblacion PFD-1 era diferente a
la de los cultivares tradicionales
del pais, se determinaron los
patrones electroforéticos de las
mismas enzimas de los cultivares
comerciales Araure 4, Cimarrén,
Fonaiap 1y Palmar
comparandolos con 136
individuos del ciclo 0 de la
poblacion PFD-1. Con estos
datos se elabor6 una matriz de
distancias genéticas utilizando el
complemento del indice de
Apareamiento Simple (1 - SM),
donde SM es el numero de
patrones coincidentes entre el
total. A partir de la matriz se
construy6 un dendrograma
(Figura 1) por el método de
agrupamiento UPGMA (Sneath y
Sokal, 1973). En éste se
observo la presencia de ocho
grandes grupos, en dos de los
cuales se encontraron las
variedades comerciales: en el
grupo Il las variedades Araure 4 y

Mejoramiento Poblacional, una Alternativa para Explorar
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Palmar y en el grupo VIII,
Cimarrén y Fonaiap 1. Este
ultimo grupo se caracterizé por
ser muy diferente a la gran
mayoria de la muestra. El hecho
de que se detectaron seis grupos
diferentes a las variedades
comerciales sugiere que existe
una nueva variabilidad en esta
poblacion basica. La variabilidad
de la poblaciéon PFD-1 también
incluye la existente en las
variedades comerciales pues
algunas plantas de la PFD-1 se
clasificaron dentro de los grupos
II'y VIII, donde se encuentran las
cuatro variedades comerciales
utilizadas en los analisis.

Otro aspecto importante es
la presencia no sélo de
variabilidad diferente, sino
también de nuevas
combinaciones entre los distintos
sistemas isoenzimaticos. Para
evaluar este punto se
compararon entre si las plantas
de la poblacion PFD-1 en cuanto
a la combinacién de los patrones
electroforéticos de los cinco

Cuadro 2. Indices de Shannon-Weaver (H), Uniformidad (E) y complemento del indice
de Simpson (D) en cinco sistemas isoenzimaticos de la poblacién de arroz

PFD-1 ciclo 0.

Enzima (H) (E) (D)

ACP 0,469 0,985 0,656
IDH 0,465 0,976 0,649
PGI 0,538 0,894 0,678
B-est 0,624 0,739 0,694
B-est | 0,445 0,933 0,617
Promedio 0,508 0,905 0,659
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Figura1. Dendrograma construido con base en estimaciones de similitud genética por
el coeficiente de Jaccard y calculo de agrupamiento por el método UPGMA,
de 136 plantas del ciclo 0 de Seleccion recurrente de la poblacion PFD-1y 4
variedades venezolanas de arroz (Araure 4, Palmar, Cimarrén y Fonaiap 1).

I 15 Araure 4
—|—| . Palmar

Grupo 11

Grupo III

6
¥ Grupo V

% Grupo VI
2
3

|
g
.
%
5%
- % Grupo IV
|
?E
|
E

| ; Grupo VII
L l 4
| ! s Grupo VIII
l : Cimarrén
i 7 T 0 [ T T T T T T T T T T T | Fonaiap 1
0,23 0,42 0,61 0,81 1,00
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sistemas isoenzimaticos, como
se muestra en el Cuadro 3. Por
observacion directa se
obtuvieron 102 combinaciones
distintas; de éstas, 75
correspondieron a plantas que
presentaron combinaciones
Unicas, lo que corrobora la
amplia variabilidad genética de
la poblacién PFD-1 ciclo 0.

Cuando en esta
comparacion se incluyeron las
combinaciones de patrones de
las variedades comerciales, en
la poblacién se encontraron
combinaciones distintas a las de
éstas. Esto pudiera ser
consecuencia de la presencia de
alelos nuevos y de la
recombinacioén producto de la
etapa de cruzamientos en la
formacion de la poblacion
basica.

Con base en los resultados
obtenidos se pudo concluir que
la poblacién PFD-1 ciclo 0
muestra una amplia variabilidad
genética que podra ser
aprovechada en los programas
de mejoramiento. Mas aun, esta
variabilidad incluye en parte la
de las variedades comerciales y
en mayor proporcion una distinta
aella.

¢ SE MANTUVO LA VARIABILIDAD
GENETICA ENTRE LOS cicLos 0 Yy 1?

La segunda inquietud y
requerimiento para el éxito en el
tiempo de un programa de
seleccion recurrente es el
mantenimiento de la variabilidad
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con el pasar de los ciclos de

recurrencia. Para estudiar este

aspecto se debia determinar:

* La variacion en la riqueza
alélica. Esto incluiria el
numero de alelos diferentes
para varios loci, para dos o
mas ciclos de una poblacion
del programa de seleccion
recurrente y detectar la
posible desaparicion de
alelos.

e La variacion en la uniformidad
alélica de los ciclos
considerando para ello la
frecuencia relativa de cada
alelo para dos o mas ciclos
de una poblacion del
programa de seleccion
recurrente.

Con tales objetivos se
decidio establecer el estudio
utilizando como herramienta
biotecnolégica marcadores
microsatélites (SSRs) conocidos
en arroz (www.gramene.org) con
la idea de tener la informacion
de un SSR por par de
cromosomas. De un total de 27
SSRs probados se
seleccionaron diez SSRs de
buena resolucién. Esos SSRs
son: RM102, RM268, RM143,
RM185, RM111, RM296,
RM228, RM224, RM235 y RM17
localizados en los cromosomas
1,2,3,4,6,9,10, 11 y los dos
ultimos en el 12,
respectivamente.

Como material vegetal se
utilizaron los ciclos 0 y 1 de la
poblacion PFD-1, considerando
una muestra de 96 plantas por
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Cuadro 3. Patrones isoenzimaticos encontrados en 136 individuos del ciclo 0 de la
poblacion PFD-1 del programa de seleccion recurrente en arroz.

Patron Patron Patron Patron
Individuo (1 Individuo (1) Individuo (1) Individuo (1)
1 11222 38 21141~ 75 23323* 112 32311
2 11222 39 21231 76 23333* 113 32331*
3 11223* 40 21231 77 23341* 114 33121
4 11242* 41 21242 78 23422* 115 33121
5 12131* 42 21253* 79 23442* 116 33122*
6 12141* 43 21273* 80 31121 117 33162*
7 12211* 44 21323* 81 31121 118 33221
8 12212 45 21422 82 31122 119 33221
9 12212 46 21422 83 31122 120 33122*
10 12221* 47 22122 84 31122 121 33162*
11 12222 48 22122 85 31131 122 33221
12 12222 49 22122 86 31133* 123 33221
13 12232* 50 22131~ 87 31142* 124 33222*
14 12322* 51 22132* 88 31171 125 33223
15 12342* 52 22133* 89 31222* 126 33223
16 12421~ 53 22141* 90 31232* 127 33231
17 12422* 54 22161* 91 31242* 128 33231
18 12432* 55 22163* 92 31462* 129 33232
19 13121~ 56 22212 93 32122 130 33232
20 13212* 57 22221* 94 32122 131 33242*
21 13221 58 22222* 95 32122 132 33263*
22 13221 59 22223* 96 32123 133 33321~
23 13231* 60 22233 97 32123 134 33422
24 13232 61 22252* 98 32132* 135 33431*
25 13232 62 22322 99 32133 136 33442*
26 13242* 63 22433* 100 32133 Araure4 21373
27 13321* 64 23132* 101 32152 Cimarron 23144
28 13322 65 23132 102 32152  Foaniap 1 21144
29 13322 66 23221* 103 32223* Palmar 21373
30 13323 67 23222 104 32232
31 13323 68 23222 105 32232
32 13331* 69 23222 106 32233*
33 13442* 70 23232 107 32241*
34 21121~ 71 23232 108 32243*
35 21123* 72 23321* 109 32262
36 21131* 73 23322 110 32262
37 21132* 74 23322 111 32311

1.

El primer nimero corresponde a ACP, el segundo a IDH, el tercero a PGI, el cuarto a B-est Il y

el quinto a B-est |. El asterisco indica combinaciones unicas.
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ciclo. Para ello se sembraron las
semillas en bandejas con tierra 'y
las plantulas se conservaron en
condiciones de umbraculo y en
saturacion permanente.

A partir de los 21 dias de la
siembra se tom¢ tejido foliar de
cada planta para la purificacién del
ADN genodmico siguiendo el
protocolo de CTAB (por inglés
“Cationic hexadecyl trimethyl
ammonium bromide)” descrito por
Ferreira y Gratapaglia (1998).
Después de verificar la calidad del
ADN se procedi6 a amplificar
especificamente cada SSR
siguiendo el protocolo de PCR
especifico para cada microsatélite
(Brondani et al., 2001). Luego se
separaron los SSRs
electroforéticamente en geles de
poliacrilamida al 6%, y las bandas
se revelaron siguiendo la
metodologia de nitrato de plata
(Panaud et al., 1996).

los Recursos Genéticos del Arroz en América Latina

Variacion en la riqueza alélica

Para medir la riqueza alélica
o la diversidad cualitativa
presente en cada ciclo se
contabilizé el numero de alelos
diferentes para cada SSR en los
ciclos 0 y 1 de la poblacién
PFD-1 (Cuadro 4). En promedio
se obtuvieron 5,2 alelos/locus en
elcicloOy4,5enelciclo1. Enel
mismo Cuadro se incluyo el
numero de alelos obtenido en un
muestra de 14 variedades de
arroz representativas del
germoplasma del arroz cultivado
para los SSRs utilizados en el
presente trabajo (Temnykh et al.,
2000). La variabilidad similar o
hasta mayor en la poblacion
PFD-1 concuerda con los
resultados obtenidos con
isoenzimas que indica que la
poblacién bajo estudio presenta
una amplia variabilidad genética

Cuadro 4. Numero de alelos en cada SSR analizado para los ciclos 0 y 1 de la
poblacion PFD-1, y comparacion con los resultados obtenidos por Temnykh

et al. (2000).

Q
o

Cromosoma # (SSR)-locus

Q

Temnykh et al. (2000)

1 (RM102) -A
2 (RM263) - B
3 (RM143)-C
4 (RM185) - D
6 (RM111) - E
9 (RM296) — F
10 (RM228) - G
11 (RM224) - H
12 (RM235) — |
12 (RM17)-J
Total
Alelos/locus
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disponible para continuar el
programa de mejoramiento. Por
otra parte, estos resultados
también son comparables a los
encontrados en dos poblaciones
de seleccion recurrente en maiz,
donde se encontré un promedio
de 3,9y 3,7 alelos/locus utilizando
30 marcadores moleculares
(Pinto, 2001).

De otro lado, en cuanto a la
desaparicion de alelos entre
ciclos se observo una disminucion
de alelos entre los ciclos 0 y 1 de
un 13,5%. La importancia de
este valor dependera de las
frecuencias en el ciclo 0 de los
alelos perdidos; si tal frecuencia
era muy baja era muy probable
que se perdieran
independientemente del método
de seleccion aplicado.

Variacion en la uniformidad alélica
de los ciclos

Otra manera de determinar si
la variabilidad se mantuvo ciclo a
ciclo seria a través de la
frecuencia relativa y de las
pruebas exactas de diferenciaciéon
génica y genotipica (Raymond y
Rousset, 1995) para cada locus
SSRenlosciclos0y 1dela
poblacion PFD-1. Los resultados,
resumidos en el Cuadro 5,
muestran diferencias entre los
dos ciclos en ocho de los diez loci
para diferenciacion génica, y en
cinco para diferenciacién
genotipica. La prueba global
evidenci6 diferencias altamente
significativas para ambas
pruebas.

El analisis detallado de las
frecuencias alélicas permitio
observar que en algunos casos,
cuando la frecuencia alélica era
muy baja en el ciclo 0, no se
presento el alelo en el ciclo 1,
especificamente los alelos A3,
B6, B7, B8, C4, C5, E5 y H8. Por
el contrario, en el caso del alelo
G8 no se observo en el ciclo 0,
indicando que el tamafo de la
muestra no fue lo suficientemente
grande para detectar su
presencia en el ciclo 0. Esto
corrobora lo que se menciona en
el punto anterior: cuando algun
alelo tiene una baja frecuencia en
la poblacién inicial, la
probabilidad de que desaparezca
en la siguiente generacion es
muy alta.

Por otra parte, es de
esperarse que el proceso de
seleccion favorezca la presencia
de algunos alelos en detrimento
de otros. De esta manera
algunas frecuencias alélicas
disminuyen de un ciclo a otro,
mientras otras del mismo locus
aumentan. Tal es el caso de los
alelos B1yB4; E1yE3; G6y G8.
Sin embargo, lo importante para
este tipo de programa de
mejoramiento es que la
variabilidad genética se
mantenga en un nivel lo
suficientemente alto para permitir
el avance con la seleccion. Esta
condicién se esta cumplimiento.
Los indices de diversidad de Nei
(Nei, 1978) calculados fueron de
0,6045 (IC,,= 0,4771 2 0,7319)
para el ciclo 0 y de 0,5727
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(I.C g5, = 0,4049 a 0,7435) para el
ciclo 1, valores estadisticamente
iguales, tal como lo indican los
intervalos de confianza
respectivos.

De esta manera, estos
resultados permitieron evidenciar
una amplia variabilidad genética
mantenida entre los ciclos 0y 1 de
la poblacién PFD-1. Eso responde
positivamente nuestra segunda
pregunta: se mantuvo la
variabilidad genética después de
un ciclo de seleccidn recurrente.

(',EL USO DE LA ANDROESTERLIDAD
ASEGURO LA LIBRE RECOMBINACION DE
LOS ALELOS, DENTRO Y ENTRE GENES?

La etapa de recombinacién
en un programa de seleccion
recurrente exige el cumplimiento
de la condicion de panmixia. A
través de ella se garantiza la libre
combinacion de alelos de un locus
dado, y la recombinacion entre
genes para establecer los
requisitos de una poblacién en
equilibrio (Falconer, 1989).

Combinacion al azar de alelos
de un locus dado

En la condicion de panmixia,
y segun la ley de Hardy-Weinberg
para un locus con dos alelos, Ay
a, podrian hallarse los tres
posibles genotipos AA, Aay aa. Si
las frecuencias de estos alelos son
respectivamente py q, las
frecuencias de los posibles
genotipos en la poblacion estarian
dadas por el desarrollo del binomio
(p + q)? como sigue:
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p? (AA) + 2pq (Aa) + ¢? (aa) = 1
(Falconer, 1989). De esta manera,
la proporcion de heterocigotas “H”
sera 2pq, o también, 1 menos la
proporcion de homocigotas, es
decir: H=1 - (p?+ g?). Enel caso
de alelos multiples, sin embargo,
como es el caso de microsatélites,
la proporcion de heterocigotas
serd: H=1- Yp?donde “p
representa la frecuencia relativa
de cada alelo.

En el caso de los programas
de seleccion recurrente en arroz,
se espera que la cosecha de sélo
las plantas androestériles en la
etapa de recombinacion logre
inducir la condicion de panmixia.
Si por alguna razén eso no fuera
el caso, como el arroz es una
planta autégama, se observaria el
aumento de los genotipos
homocigotos a expensas de los
heterocigotos. Para evaluar el
cumplimiento de esta premisa se
utilizé el coeficiente de endocria “f’
de Wright (Hartl, 1987), que
evalua la disminucion de la
frecuencia relativa de
heterocigotas con respecto a la
qgue se esperaria en panmixia.
Con la férmula f=(H, - H_)/H,
donde la proporcién de
heterocigotas esperados (H,) se
calcula con base en las
frecuencias alélicas, la proporcion
de heterocigotas observados (H),
se determina por conteo directo de
los heterocigotas en la poblacion.

Si la proporcion de H_ fuese
igual a los H_ el coeficiente “f”
tomaria el valor esperado en
panmixia de 0, con lo que se
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Cuadro 5. Frecuencias alélicas (p) de cada alelo y prueba exacta de diferenciacion
génica y genotipica para cada locus microsatélite (SSR) entre los ciclos
0y 1 de la poblacién PFD-1.

Ciclo 0 Ciclo 1 Prueba de diferenciacién’
SSR  Cromosoma Alelo 1 1 geénica genotipica
RM102 (1) A1 0,0978 0,0647
A2 0,8750 0,9352
A3 0,0271 0,0000
* ns
RM263 (2) B1 0,0256 0,1333
B2 0,0512 0,1000
B3 0.859 0,3000
B4 0,3974 0,0557
B5 0,2948 0,3111
B6 0,0128 0,0000
B7 0,0192 0,0000
B8 0,0128 0,0000
RM143 3) C1 0,0577 0,0446
C2 0,7692 0,9375
C3 0,0961 0,0179
C4 0,0705 0,0000
C5 0,0064 0,0000
RM185 4) D1 0,1547 0,1444
D2 0,7559 0,8277
D3 0,0893 0,0277
* ns
RM111 (6) E1 0,3188 0,1020
E2 0,2898 0,3877
E3 0,1232 0,3367
E4 0,2464 0,1735
E5 0,0217 0,0000
RM296 (9) F1 0,1053 0,1000
F2 0,1644 0,2765
F3 0,2171 0,1588
F4 0,5131 0,4647
ns ns

(Contintia en la pagina siguiente)
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Cuadro 5. Frecuencias alélicas (p,) de cada alelo y prueba exacta de diferenciacion
génica y genotipica para cada locus microsatélite (SSR) entre los ciclos
0y 1 de la poblacion PFD-1.

Ciclo 0 Ciclo 1 Prueba de diferenciacion’
SSR  Cromosoma Alelo f1 1 génica genotipica

RM228 (10) G1 0,1279 0,1410
G2 0,0639 0,1026
G3 0,0232 0,0641
G4 0,0930 0,0641
G5 0,1919 0,1025
G6 0,4884 0,1666
G7 0,0120 0,0513
G8 0,0000 0,3077
RM224 (11) H1 0,0291 0,0500
H2 0,0523 0,0200
H3 0,1977 0,2333
H4 0,1860 0,1666
H5 0,2035 0,1666
H6 0,0581 0,1166
H7 0,2267 0,0666
H8 0,0465 0,0000
RM235 (12) 11 0,0937 0,1948
12 0,2500 0,3312
13 0,2187 0,1169
14 0,1094 0,1558
15 0,1094 0,1104
16 0,2187 0,0909

* ns
RM17 (12) J1 0,3563 0,3224
J2 0,0977 0,1118
J3 0,5460 0,5658

ns ns

Prueba Global > **
indice de Diversidad de Nei 0,6045 0,5742
Intervalo de Confianza (IC95%) 0,4771 0,4099

a a

0,7319 0,7435

1. ns: valor no significativo; * significativo al 5% y ** significativo al 1%.
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concluye que la poblacion esta en
equilibrio. El valor de “f” puede
tomar valores entre -1y +1. Si
ocurriera un exceso de
heterocigotos, el valor de “f” seria
menor que 0, y si hubiera un
déficit de heterocigotos, el valor
de “f” seria mayor que 0. En
estos dos ultimos casos se podria
asegurar ausencia de
cruzamientos al azar.

De lo expuesto
anteriormente se desprende que
para determinar el coeficiente de
endocria se requiere de una
metodologia que permita
determinar las frecuencias
alélicas para un gen dado e
identificar los genotipos
heterocigotas y homocigotas.
Los marcadores SSRs ofrecen
esa posibilidad.

Con la finalidad de estudiar
si el esquema seguido en la
etapa de recombinacion permite
los cruzamientos al azar entre las
plantas de la poblacion PFD-1,
con los resultados obtenidos en
el punto anterior se estimé la
frecuencia alélica de cada alelo
para cada SSR de los ciclos 0 y 1
y la frecuencia de heterocigotas
observado para cada locus.

En los resultados (Cuadro 6)
se observa que unicamente en el
RM17 para el ciclo 1, el valor de
H_ es estadisticamente igual al
del H_; mientras que, el valor de
“f” es menor y préximo al valor
esperado de 0.

Para el resto de los loci
SSRs se observé menos
heterocigotas que las esperados.

En el ciclo 0 el promedio de la
proporcion de heterocigotas
observados fue de 0,3621, valor
diferente al promedio de la
proporcion de heterocigotas
esperados (0,6056).

En el ciclo 1 el valor de H_
fue un poco mayor (0,3873) al
del ciclo 0 pero todavia menor al
valor H_(0,5727). Las razones
por las cuales ambos valores de
H_ se alejan de H_ persisten en
ambos ciclos.

Los valores de “f” de ambos
ciclos son estadisticamente
similares, como lo indica el
intervalo de confianza generado
por “bootstrapping” (Lewis y
Zaykin, 2001).

Con el objetivo de
determinar si estas diferencias
eran importantes a nivel
estadistico se realiz6 una
prueba exacta “U” para
deficiencia de heterocigotos
(Raymond y Rousset, 1995), a
través del programa Genepop.
Se considerdé como hipétesis
nula el cumplimiento de
equilibrio de Hardy-Weinberg y
como hipotesis alternativa la
deficiencia de heterocigotos.

Los resultados obtenidos
(Cuadro 6) corroboraron la
ocurrencia de déficit de
heterocigotos para cada locus y
en ambos ciclos.

El déficit de heterocigotos
observados puede ser
consecuencia de uno o varios
factores que estén ocurriendo
de manera simultanea,
especificamente:
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Cuadro 6. Heterocigosis esperada (H_) y observada (H ), coeficiente de endocria (f) y
cumplimiento de equilibrio de Hardy-Weinberg (HW) de diez marcadores
microsatélites (SSRs) en los ciclos 0 y 1 de la poblaciéon PFD-1.

Ciclo 0 Ciclo 1
SSR n H, H, f HW! n H, H, f  HW
RM102 92 0,0869  0,2252  0,6153 ** 85 00352 011217 07113 **
RM263 78 0,3333 0,7212 05394  ** 90 03444 0,7655 0,5514 **
RM143 78 0,2564 0,3932 0,3494 = 56 00714 0,1198 04062 *
RM 185 84 0,2976 0,3990  0,2552 * 90 02000 0,2948 0,3227 *
RM 111 69 0,5072 0,7534 0,3192 = 49 04082 07029 04219 *
RM29%6 76 0,3552 0,6557 04598  ** 85 04588 06764 03229 **
RM228 86 0,5232 0,6989 02525  ** 39 06154 08365 02669 **
RM224 86 0,2674 0,8292 06787 ** 30 07333 08435 0,325 *
RM235 32 0,5000 0,8219 0,3955  * 77 05065 0,7992 0,3677 **
RM 17 87 0,4942 0,5687  0,1315 * 76 05000 05672 0,191 ns
Media 76.8 0,3621 0,6056 04038  ** 67 03873 05727 03623 **
(a)? (a)?
IC s 0,3030 0,2300
a a
0,5122 0,4310

1.
2.
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ns: valor no significativo; * significativo al 5% y ** significativo al 1%.

(a) prueba global.

Existencia de cruces
preferenciales.
Pocas siembras de
recombinacién como en el
caso de la poblacién PFD-1.
En este caso seria necesario
medir si se requieren de mayor
numero de ciclos de
recombinacion.
Cierto grado de endogamia
que a su vez pudiera ser
causado por:
a. Erroresenla
identificacion de las plantas
androestériles en el campo.
Tal identificacion se realiza
al observar la excercion y
coloracién de la panicula al
inicio de la floracion.

b. Presencia de granos de
polen viables en la planta
androestéril. Singhy
Ikehashi (1981) al identificar
y caracterizar el gen de
androesterilidad en la linea
IR36 mencionan la
ocurrencia de un 4% de
polen fértil, y no se conocen
otros estudios donde se
establezca el posible efecto
del ambiente sobre la
expresion del gen de
androesterilidad. Sin
embargo, el valor resefiado
es bajo y no explicaria por si
solo el déficit de
heterocigotas observados.
c. Un problema de
polinizacién que se reflejaria
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en paniculas con pocas
semillas y que podria
mejorarse facilmente
utilizando técnicas de
campo para mejorar la
polinizacién como por
ejemplo, sacudir las plantas
fértiles sobre las estériles al
momento de la floracion.

Recombinacién entre genes

Otra consecuencia de la
panmixia es la recombinacion al
azar entre genes. Esto es que al
momento de la formacién de las
gametas, los alelos de un gen
podran aparecer en distintas
combinaciones con los alelos de
otro gen, en proporciones dadas
por el producto de las frecuencias
alélicas de los loci. En tal caso
se considera que los genes estan
en equilibrio de ligamiento.

Tales recombinaciones
aleatorias ocurriran de manera
mas rapida en caso de ausencia
de ligamiento entre genes o de
condiciones fisicas o fisiolégicas
que favorezcan unas gametas en
detrimento de otras. En ambos
casos unas gametas estaran en
mayor proporcion que las
esperadas segun las frecuencias
alélicas dadas para cada loci, y
se considera que los genes estan
en desequilibrio de ligamiento. A
diferencia del equilibrio de Hardy-
Weinberg, cuya condicion se
alcanza con una generaciéon de
panmixia, la condicion de
equilibrio de ligamiento requerira
numerosas generaciones
dependiendo del tipo e intensidad

de los factores que causaron el
desequilibrio de ligamiento
original en la poblacién (Hartl,
1987).

En teoria la condicién de
desequilibrio de ligamiento para
dos loci dados (A y B) con dos
alelos cada uno (Aa; Bb) se
cuantifica a través del indice “D”
que se calcula considerando la
diferencia entre la frecuencia de
las gametas paternas (AB; ab) y
recombinantes (Ab; aB) como
sigue:

D =P11P22 — P12P21
En ésta:

D es el desequilibrio de
ligamiento.

P11 es la frecuencia de la gameta
producto de fAfB.

P22 es la frecuencia de la
gameta producto de fafb.

P12 es la frecuencia de la
gameta producto de fAfb.

P21 es la frecuencia de la
gameta producto de fafB.

El valor “D” tendera a 0 a
medida que las frecuencias
gaméticas paternas y
recombinantes sean similares.

El desequilibrio de ligamiento
implicaria mayor proporcion de
algunas combinaciones
gaméticas que, en consecuencia,
modificaria las clases y
frecuencias genotipicas
observadas en una poblacién.
Por otra parte, aunque se
formaran todas las gametas
esperadas, la imposibilidad de
ocurrencia de cruzamientos al
azar, por cruces preferenciales,
posiblemente debido a
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incompatibilidad o a la falta de
oportunidad por necesidad de
hacer un mayor numero de
siembras de recombinacion,
podrian afectar el equilibrio de
ligamiento. Por esto ciertos
genotipos estarian en una mayor
frecuencia en la poblacion.

Con la idea de detectar si
ocurre o no desequilibrio de
ligamiento en la poblacion PFD-1
ciclo 0y 1, se utilizaron las
frecuencias genotipicas
obtenidas en cada SSR para
detectar la presencia de “D” para
cada combinacion de dos loci, a
través de las pruebas exactas de
Fisher (Raymnod y Rousset,
1995). El programa utilizado
(Genepop) parte del hecho de
que si las frecuencias genotipicas
de un locus son independientes
de las de otro locus, entonces
ambos loci se encuentran en
equilibrio de ligamiento. En tal
sentido el programa genera
tablas de contingencia y evalua si

los Recursos Genéticos del Arroz en América Latina

hay independencia o no. Eso lo
hace para todas las posibles
combinaciones y mediante una
prueba exacta de Fisher, arroja la
probabilidad de que dos loci sean
independientes (hipotesis nula) o
no (hipotesis alternativa).

La significacion estadistica
de la prueba de deteccion se
presenta en el Cuadro 7. En éste
se puede observar que de
manera general y con muy pocas
excepciones, para todas las
combinaciones de loci y para
cada ciclo no se detecté
desequilibrio de ligamiento. Esto
indica que los alelos de los
diferentes loci aparecen en las
diferentes combinaciones
gaméticas acordes con las
frecuencias alélicas particulares.
Es importante destacar el caso
de los SSR RM235 y RM17
ubicados en el cromosoma 12
que no mostraron desequilibrio
de ligamiento, en ninguno de los
dos ciclos.

Cuadro 7. Prueba de deteccion de desequilibrio de ligamiento para diez SSR, de los
ciclo 0 (fondo gris oscuro) y ciclo 1 (fondo gris claro) de la poblacién PFD-1.

Cromosoma 1 2 3 4 6 9 10 11 12 12
Crom. SRR RM102' RM268 RM143 RM185 RM111 RM296 RM228 RM224 RM235 RM17
1 RM102 ns ns ns ns ns ns ns ns ns
2 RM268 ns ns ns ** ns ns ns ns ns
3 RM143 ns ns ns ns ns ns ns ns ns
4 RM185 ns ns ns ns ns * ns ns ns
6 RM111 ns * ns ns ns ns ns ns ns
9 RM296 ns ns ns ns ns ns * ** ns
10 RM228 ns ns ns ns ns ns ns ns ns
1 RM224 ns ns ns ns ns ns ns ns ns
12 RM235 ns ** ns ns ns ns ns ns ns
12 RM17 ns ns * ns ns ns ns ns ns

1. ns: valor no significativo; * significativo al 5% y ** significativo al 1%.
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Estos resultados indican que
todos los alelos de un locus dado
tienen igual oportunidad de
combinarse con los alelos de otro
locus. Considerando que la
mayoria de los SSRs utilizados
se encontraban en cromosomas
diferentes y que, por lo tanto, no
hay un efecto de ligamiento
fisico, se descarta la idea de que
en la siembra de recombinacion
algunos apareamientos no se
estan realizando debido a
factores de incompatibilidad, o la
falta de oportunidad por un bajo
numero de generaciones de
recombinacion.

CoNsIDERACIONES FINALES

La seleccion recurrente
aplicada a cultivos autégamos,
como es el caso del arroz,
supone un reto para los
fitomejoradores que lo aplican. El
cumplimiento de ciertas
condiciones definira el éxito
futuro del mejoramiento
poblacional. Por tal razén, y en
vista de que los programas de
seleccion recurrente aportan sus
beneficios en el mediano y largo
plazo, el fitomejorador debe
vigilar el cumplimiento de
condiciones como alta
variabilidad inicial, su
mantenimiento en el tiempo y la
condicién de panmixia en la
siembra de recombinacion. Para
verificar tales condiciones los
marcadores moleculares
representan una herramienta util
y apropiada.

Este trabajo permitio verificar
la alta variabilidad genética de la
poblaciéon PFD-1 ciclo O y el
mantenimiento de la misma
después de un ciclo de seleccién.
Por otra parte, se evidencio la
presencia de inconvenientes en la
etapa de recombinacion por la
aparente ocurrencia de algun
grado de autogamia. Debido a
tales resultados se requiere
estudiar las posibles razones
para que los fitomejoradores
encargados del programa de
mejoramiento poblacional a
través de la seleccion recurrente
para la poblacién PFD-1, puedan
tomar las medidas necesarias
para corregir tal situacion.
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Resumo

O melhoramento genético do arroz, utilizando populagées de ampla base
genética, tem sido empregado por varios programas da América Latina. O
monitoramento dessas popula¢des ao longo dos ciclos de selegéo, possibilita a
tomada de decisdes sobre o modo de conduzi-las.

Neste trabalho, objetivou-se monitorar a variabilidade genética existente nos
ciclos 0 e 2 de uma da populacao de arroz e verificar o efeito de ciclos de selecao
sobre os alelos do marcador revelado pelo primer RM224. Através da analise de
10 marcadores moleculares microssatélites, avaliados em 96 individuos dos ciclos
0 e 2 da populacao CNA-7, foi possivel medir a diversidade genética em termos de
namero de alelos/locos e de heterozigosidade observada.

Os valores 5,3 e 5,0 alelos/locos encontrados nos ciclos 0 e 2,
respectivamente, indicam que a populagcdo apresenta um nivel adequado de
variabilidade para ser submetida a subseqlentes ciclos de selegdo. Os valores
0,66 e 0,63, da heterozigosidade esperada, calculada pelo indice de diversidade
de Nei, mostraram que nao houve diferenca significativa entre os ciclos de
selecéo.

A andlise do locus amplificado pelo RM224, mostrou ter havido aumento na
freqUéncia de 2 dos 8 alelos descritos.

Conclui-se que a populacao ndo variou de um ciclo para outro em termos
de diversidade e por isso podera ser mantida no programa de melhoramento sem
a necessidade de serem adicionados novos genitores.
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Introducao

A utilizacao do método de selecao recorrente em populacdes de arroz de
ampla base genética tem sido freqlente em varios programas de melhoramento
genético da América Latina (Guimaraes, 1997; 2000). Isso é possivel gracas ao
gene da macho-esterilidade que permite que a etapa de cruzamentos seja feita em
campo, eliminando a trabalhosa emasculagdo manual de plantas (Singh e
Ikehashi, 1981). Mesmo sendo descrito de maneira simplificada, nas etapas de
avaliacdo, selecdo e recombinagcdo, o0 método de selecdo recorrente pode
apresentar muitas variagoes durante a sua condugao (Fehr, 1987).

O monitoramento das populac¢des ao longo dos ciclos € uma ferramenta util,
que permite avaliar a eficiéncia no modo de conduzi-las (Badan et al., 2003;
Courtois et al., 2003; Ramis et al., 2003).

Em uma populagéo, a diversidade genética é a base para a obtencao de
novos gendtipos. A medida que ela for se exaurindo ao longo dos ciclos, menores
serdo as possibilidades de fazer progressos com subseqlientes ciclos de selecao.
Uma das maneiras de medir essa diversidade €& através de marcadores
moleculares (Labate et al., 1997; Pinto, 2001; Filoux et al., 2001 apud Courtois et
al., 2003; Ramis et al., 2003; Zhou et al., 2003).

Os marcadores moleculares microsatélites, por serem codominantes,
permitem uma analise de diversidade com base no numero médio de alelos/locos
(riqueza alélica) ou na distribuicdo desses alelos na populacado (uniformidade
alélica), ou ainda, como uma medida da heterozigosidade observada na
populacéo (Nei, 1987).

A interpretacado dos dados obtidos através dos marcadores microssatélites
possibilita, ainda, agregar outras informacdes aos estudos de diversidade. Pode-
se apurar, por exemplo, a contribuicao preferencial de algum genitor na formacéao
das populagdes. Ferreira et al. (2000) mostraram isso através da comparacao das
freqUéncias alélicas dos individuos da populacdo de arroz CNA-5 com as
freqUéncias alélicas de seus genitores e verificaram que o genitor IR-36 teria
contribuido mais do que os outros genitores para a formacao da populacdo. Isso
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levou-os a admitir uma hipétese de efeito de arraste de ligamento do gene da
macho-esterilidade, existente no cultivar IR-36.

Outra possibilidade do uso dos marcadores microssatélites € a medida da
eficiéncia do processo de cruzamento entre plantas. Butcher et al. (2003)
compararam as proporgcées de homozigotos e heterozigotos de populagdes de
eucalipto com proporgdes estimadas segundo o sistema reprodutivo descrito e
encontraram um desvio que indicou a ocorréncia de problemas nos cruzamentos.

A associacao dos marcadores moleculares aos fenétipos de interesse, e
consequente utilizagdo nos processos seletivos também tém sido uma de suas
grandes aplicagdes (Temnykh et al., 2000). No caso dos genes de resisténcia a
brusone, Correa-Victoria et al. (2002), por exemplo, afirmaram que a resisténcia
duravel sé seria conseguida em genoétipos que apresentassem os genes Pi-1, Pi-2
e Pi-33. Estes genes, por sua vez, foram associados aos marcadores
microssatélites RM224 localizado no cromossomo 11, RM527 no cromossomo 6 e
RM331, RM404, RM483 ou RM72 localizados no cromossomo 8. Trabalhos como
esse, indicam uma possibilidade de se associar marcas de DNA com a selecéo.
Outros autores também descreveram marcas moleculares associados a genes de
resisténcia (McCouch et al., 1994; Bryan et al., 2000; Araujo, 2001; Sallaud et al.,
2003).

No presente trabalho, o monitoramento da populacdo CNA-7 por meio de
marcadores microssatélites em seus ciclos de selecao 0 e 2 recorrente objetivou:

1) avaliar a diversidade genética nos dois ciclos;

2) avaliar o efeito da sele¢cao no marcador RM224.
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Materiais e métodos

Materiais vegetais

Foi utilizada a populagdo de arroz CNA-7 nos ciclos 0 e 2 de selegao
recorrente. Trata-se de material pertencente ao programa de melhoramento
genético da Embrapa Arroz e Feijao, em Goiania, Brasil. Utilizou-se 96 individuos
de cada um dos ciclos. A selegao praticada para formar o ciclo 2, esta descrita em
Badan et al. (2003).

Para a analise molecular, foram utilizados os ciclos 0 e 2 da populagéao
CNA-7, do programa de melhoramento populacional de arroz de terras altas da
Embrapa Arroz e Feijao, Brasil. Foram coletadas quatro ou cinco folhas de 96
individuos tomados ao acaso de cada ciclo da populacdo que estava em
experimento de avaliacdo do ganho genético da resisténcia a brusone (Badan et
al., 2003).

Genotipagem

O DNA genbémico de 96 plantas dos ciclos 0 e 2 foi extraido. Utilizou-se o
protocolo de Doyle e Doyle (1987). O DNA foi quantificado e diluido até uma
concentragao de 3ng/ul. De 20 primers testados, apenas os dez que apresentaram
maior polimorfismo foram analisados. Foram eles: OG19, OG17, RM22, OG61,
RM11, OS30, OG81, RM224 e RM235, cuja localizacdo nos cromossomos esta
apresentada na Tabela 1.

As reacdes de amplificacdo foram feitas em um volume final de 15ul,
contendo 5ul de DNA 3,55ul de agua destilada, 1,5ul de buffer 10x, 1,3ul de
dNTPs com uma concentragao de 2,5mM; 1,3ul de DMSO (50%); 2,15ul de cada
primer com uma concentragao de 0,9uM/ul e 0,2ul de enzima Tag DNA polimerase
(Gibco BRL®) com uma concentragdo de 5 unidades/ul. As reacgdes de
amplificagdo foram conduzidas em um termociclador PTC-100 (MJ Research) de
placa de 96. O programa de amplificacdo consistiu de denaturagdo a 94° C por 5
minutos, seguido por 29 ciclos de 94° C por 1 minuto (denaturacéo); 56 ou 60°C
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por 1 minuto (anelamento) e 72° C por 1 minuto (polimerizagdo) seguido de uma
extensdo final de 7 minutos a 72° C. Os produtos amplificados foram separados
por eletroforese em géis de poliacrilamida (4%), corridos por 1Th10ma 90V em
cuba de eletroforese vertical (Sequencing DNA-BIORAD®). Os géis foram
coloridos em prata para visualizagao dos fragmentos de DNA.

Analise de dados

As frequéncias alélicas foram calculadas com base na contagem direta dos

dados, considerando-se:

x, = freqUiéncia do alelo i na populagéo
x, = freqliéncia genotipica dos homozigotos para o alelo i
x; = freqliéncia genotipica para os heterozigotos sendo o alelo /diferente de j

O numero médio de alelos por loco foi obtido com base no numero total de
locos. O intervalo de confianga das freqiiéncias alélicas foi estimado com base na
distribuicdo binomial.

Para diferenciar a freqUéncia alélica de um ciclo de outro comparou-se o
valor médio de um determinado alelo em um ciclo com o intervalo de confianca
deste mesmo alelo no outro ciclo. Quando esses valores se sobrepuseram, isso
significou que nao havia diferenga significativa entre os ciclos para esses alelos.

A riqueza alélica foi estimada através do niumero médio de alelos por locos.

A uniformidade alélica foi mostrada graficamente, através da distribuicado da

Ho _ZiZ#]‘”w
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frequéncia de cada alelo por locos. Heterozigosidade observada (Ho) e
heterozigosidade esperada (He) foram estimadas pelo software Genetic Data
Analysis (GDA) (Lewis e Zayakin, 2001). Heterozigosidade observada (Ho), foi

estimada como:

onde,
locos (), alelos (i e j), tamanho de amostra (n) e o numero de heterozigotos
observados (n;;) onde i diferente de j (Weir, 1990).

Heterozigosidade esperada foi estimada para um loco | como:

N 2n(1— fcf)
He, = 2n§

onde,
x4 é a freqiiéncia do i-ésimo alelo (Nei, 1987).

O indice de endogamia de Wright ( ) (Hartl, 1987), foi calculado com base

na féormula:

_He—Ho
He

onde,
He é a heterozigosidade esperada;
Ho é a heterozigosidade observada.

Resultados

Os dados de frequéncias alélicas dos ciclos 0 e 2 estdo apresentados na
Tabela 1. Os 10 locos estudados apresentaram um total de 53 alelos para o ciclo 0



Capitulo 3 BADAN et al. , 2003 91

e 50 para o ciclo 2. O marcador revelado pelo primer OS30 apresentou o menor
namero de alelos (dois) e o OG61 apresentou o maior nimero. Em média, os
ciclo 0 e 2 apresentaram 5,3 e 5,0 alelos/locos, respectivamente.

Os simbolos de significancia estatistica apresentados na Tabela 1,
mostraram que 30 alelos variaram suas freqiiéncias desde o ciclo 0 até o ciclo 2.

Na Tabela 1 observa-se que os alelos que diminuiram significativamente
sua freqiiéncia do ciclo 0 para o ciclo 2 foram os alelos A1, A2, B4, C1, C4, D7,
E3, E5, E7, F1, G2, G4, I1, I3 e J5. Por outro lado, os alelos A3, B2, C3, D2, D5,
E2, E6, F2, G1, G3, G4, 14, I5, J2 e J3 tiveram suas freqliéncias aumentadas de
maneira significativa. Alguns alelos foram encontrados em apenas um dos ciclos
da populacao (C5, D7, D8, D9 e E7) mas, nem sempre, essas diferencas foram
estatisticamente validadas. Isso pode ter ocorrido em decorréncia da amostragem.
O tamanho de amostra utilizado pode néo ter sido grande suficiente para detectar
os alelos de baixa freqiéncia.

A variagdo na uniformidade alélica de um ciclo para outro pode ser
observada para cada locus revelado pelos primers. O locus amplificado pelo
0OS30, localizado no cromossomo 8, foi o Unico que apresentou uma queda
acentuada na uniformidade de um ciclo ao outro.

Os valores de heterozigosidade esperada (He), heterozigosidade observada

(Ho) e coeficiente de endogamia (f) calculados para cada marcador s&o

apresentados na Tabela 2. Os valores de heterozigosidade observada (Ho), que
representam a diversidade da populagdo variaram entre 0,07 (OS30) e 0,73
(RM11) no ciclo 0, e entre 0,00 (OS30) e 0,70 (OG61) no ciclo 2. As médias de
diversidade ficaram entre 0,50 e 0,48 para os dois ciclos estudados.

O coeficiente de endogamia ( 1), variou entre 0,06 (RM228) a 0,78 (OS30)

no ciclo 0 e entre 0,08 (OG61) a 1,00 (OS30) no ciclo 2.

Discussao

A diversidade genética das populagcbes nos dois ciclos de selegao
recorrente foi estimada por meio de marcadores microssatélites. Ao comparar-se
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os valores obtidos nesse estudo com os reportados na literatura verificou-se que a
diversidade em termos de numero de alelos/locos de encontrada nessa populagcéao
(5,3 e 5,0) foi similar a de outras populagdes de arroz estudadas e conduzidas
através do melhoramento populacional. A populacdo PFD-1, do programa de
melhoramento da Venezuela, por exemplo, apresentou 5,3 alelos/locos no ciclo 0
e 4,6 alelos/locos no ciclo 1 quando avaliada uma amostra de 92 individuos
através de dez marcadores microssatélites (Ramis et al., 2003). Ja a populacao
CNA-5, do programa de melhoramento da Embrapa Arroz e Feijao, no Brasil,
apresentou 5,14 alelos/locos no ciclo 0 e 4,5 alelos/locos no ciclo 3 quando
avaliada uma amostra com 60 individuos com sete marcadores microssatélites
(Ferreira et al., 2000). A populagéo restauradora da fertilidade, utilizada na Franga,
apresentou 4,3 alelos/locos quando avaliados 150 individuos, com 22 marcadores
microssatélites (Filoux, 2001, citado por Courtois et al., 2003).

Para que os valores encontrados nesse estudo, e também nas outras
populacdes mantidas nos programas de melhoramento genético pudessem ser
comparados com a diversidade genética observada em outros materiais de arroz,
outros dados de literatura foram consultados. Foi encontrada uma média de 6,8
alelos/locos ao se estudar 38 materiais do banco de germoplasma do
“International Rice Research Instituto” (IRRI), sendo 10 cultivares indica, 8
japonica e 20 japonica temperada, utilizando-se 111 pares de marcadores
microssatélites (Ni et al., 2002). Foi também encontrada uma média de 3,68
alelos/locos em 24 variedades do grupo basmati utilizando-se 19 marcadores
moleculares (Nagaraju et al., 2002).

Essas comparagdes indicam que a populagdo CNA-7 possui grande
variabilidade, comparavel a das outras populac¢des utilizadas em programas de
selecdo recorrente. Isso provavelmente se deva a inclusdo de inUmeros genoétipos
divergentes para a formacgao da populacao base (Badan et al., 2003).

Para se realizar comparagdes entre populagdes, entretanto, os primers e o
tamanho das populacbes deveriam ser sempre iguais. A comparacao de primers
comuns entre as populacées CNA-7 e PFD-1 (Ramis et al., 2003) demonstra

haver diferenca entre as populacdes. Para o marcador revelado pelo primer
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RM228 (localizado no cromossomo 10) foram encontrados seis alelos na
populacdo CNA-7 e oito alelos na populagdo PFD-1, e para o marcador revelado
pelo primer RM235 (localizado no cromossomo 12) foram encontrados cinco alelos
na CNA-7 e 6 alelos na PFD-1. Ou seja, para esses dois marcadores avaliados, a
variabilidade genética existente na populacdo PFD-1 foi maior.

Comparando o nivel de diversidade genética entre os ciclos de selegao da
populacdo CNA-7, verificou-se que, em termos de numero de alelos/locos nao
houve nenhuma perda estatisticamente comprovada entre os ciclos 0 e 2. Isso
representa que a diferenca entre 5,3 e 5,0 alelos/locos n&o foi significativa.

Em termos de diversidade genética medida com base na heterozigosidade
observada nenhuma diferenca significativas entre os ciclos 0 e 2 foi detectada. Os
valores de Hoco= 0,50 e de Hoc1= 0,48 respectivamente comprovam esse fato
(Tabela 2).

Isso mostra que mesmo tendo ocorrido uma selegao para as caracteristicas
resisténcia a brusone na populagdo, essa selecdo ndao chegou a alterar a
magnitude da diversidade genética. Em outras palavras, isso seria 0 mesmo que
considerar que a probabilidade de alelos distintos se parearem ao acaso no ciclo 0
foi @ mesma que no ciclo 2, pelo menos para a maioria dos alelos. Com base
nesses resultados, pode-se dizer que a populacdo estudada manteve sua
variabilidade genética ao longo dos dois ciclos de selecédo e pode ser mantida no
programa de melhoramento como se apresenta.

Um outro aspecto estudado foi a associagéo entre a alteragao na freqiiéncia
dos marcadores moleculares com a selegcdo praticada na populagcdo para
aumentar a resisténcia a brusone. Observou-se para isso a regiao cromossdémica
ligada ao marcador molecular RM224, supostamente ligado ao gene Pi-1 (Correa-
Victoria et al., 2002).

Neste sentido, pode-se observar que os alelos 14 e 15 foram os que tiveram
sua freqiiéncia incrementada do ciclo 0 para o ciclo 2, enquanto que para todos os
outros alelos as freqiéncias diminuiram ou nao apresentaram diferencas
estatisticamente significativas entre ciclos.
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Esses aumentos por si s6, ndo significam uma associacdo direta entre
esses alelos com o gene de resisténcia Pi-1, entretanto, essa informacao podera
servir de base para trabalhos futuros.

Outro aspecto observado foi que para todos os primers analisados, tanto no
ciclo 0 como no ciclo 2, houve mais individuos homozigotos que heterozigotos.
Fendmeno semelhante ao ocorrido na populagdo PFD-1 (Ramis et al., 2003) e
também para o marcador ligado ao primer RM261 (cromossomo 4) na populacao
CNA-IRAT 4 (Courtois et al., 2003).

Esse desvio nas propor¢cées de homozigotos e heterozigotos esperados
pode indicar um problema nos cruzamentos. Na pratica, algumas explicagdes para
isso seriam a ocorréncia de erros na identificacdo das plantas estéreis no campo;
a existéncia de autofecundacdo nas plantas férteis; ou ainda a existéncia de
problemas de polinizagdo provocando a ocorréncia de plantas com poucas
sementes (Ramis et al., 2003).

Outras hipdteses para tentar explicar o fato seriam: a possibilidade de terem
sido usados parentais similares entre si, pelo menos com relagdo aos locos
estudados; e/ou ter havido uma influéncia do ambiente sobre a macho-
esterilidade.

Na literatura, sdo descritos outros exemplos que também apresentaram
esse desvio na propor¢cao de homozigotos e as explicagbes para isso foram de
possivel falta de acuracia na distincao de heterozigotos devido a qualidade do gel
utilizado (metaphor e n&o poliacrilamida) (Pinto, 2001) ou de cruzamento entre

individuos geneticamente aparentados Zhou et al. (2003).

Conclusao

A populacdo CNA-7 apresentou, nos ciclos 0 e 2, uma diversidade similar a
de outras populagdes de arroz, em termos de nimero de alelos/locos.

Nao houve diferencga de diversidade entre os ciclos 0 e 2 nem em termos de

namero de alelos/locos, nem de heterozigosidade observada.
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Houve alteracdo na frequéncia de varios alelos de um ciclo ao outro,
inclusive no loco do marcador revelado pelo primer RM224, supostamente ligado
ao gene Pi-1 de resisténcia a brusone, dois alelos tiveram sua freqiéncia
incrementada.
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Tabela 1 FreqUéncia alélica nos ciclos 0 e 2 da populagédo de arroz CNA-7, para
cada marcador amplificado pelos primers avaliados. Intervalo de confianca
calculado com base na distribuicao binomial dos dados. N representa o nimero de
bandas encontradas. O numero do cromossomo onde se encontram 0s primers

(Cromos.)
Cromos Primer Alelos Ciclo 0 Ciclo 2 Significancia
N  Freq.Co IC N Freq. C2 IC
2 0G19 A1 102 0,7083 (0,6342-0,7810) 70 0,5833 (0,4982-0,6726) *
A2 22 0,1528 (0,1040-0,2221) 8 0,0667  (0,0349-0,1271) *
A3 20 10,1389 (0,0926-0,2063) 42  0,3500 (0,2729-0,4424) *
2 OG17 Bf1 4 0,0227 (0,0093-0,0572) 1 0,0061 (0,0015-0,0335) ns
B2 31 0,1761 (0,1278-0,2406) 45 0,2744 (0,2132-0,3494) *
B3 27 0,1534 (0,1084-0,2153) 31 0,1890 (0,1375-0,2574) ns
B4 114 0,6477 (0,5781-0,7181) 87 0,5305 (0,4572-0,6087) *
3 RM22 C1 87 0,4728 (04042-0,5476) 67 0,3681 (0,3032-0,4426) *
Cc2 36 0,1957 (0,1457-0,2604) 29 0,1593 (0,1141-0,2208) ns
C3 31 0,1685 (0,1221-0,2305) 73 0,4011  (0,3345-0,4762) *
C4 30 0,1630 (0,1174-0,2245) 12 0,0659 (0,0386-0,1123) *
C5 0 0,0000 (0,0001-0,0198) 1 0,0055 (0,0013-0,0302) *
5 oGe1 D1 61 0,3675 (0,2998-0,4457) 68 0,3953 (0,3273-0,4726) ns
D2 15 0,0904 (0,0561-0,1447) 30 0,1744 (0,1259-0,2395) *
D3 24 0,1446 (0,0999-0,2074) 30 0,1744 (0,1259-0,2395) ns
D4 12 0,0723 (0,0424-0,1229) 16 0,0930 (0,0586-0,1467) *
D5 8 0,0482 (0,0251-0,0927) 25 0,1453 (0,1012-0,2070) *
D6 4 0,0241 (0,0099-0,0605) 3 0,0174  (0,0064-0,0510) ns
D7 16 0,0964 (0,0608-0,1518) 0 0,0000 (0,0001-0,2120) *
D8 24 0,1446 (0,0999-0,2074) 0 0,0000 (0,0001-0,2120) ns
D9 2 0,0120 (0,0037-0,0428) 0 0,0000 (0,0001-0,2120) ns
7 RM11  E1 36 0,2195 (0,1641-0,2907) 40 0,2597 (0,1983-0,3365) ns
E2 30 0,1829 (0,1322-0,2507) 40 0,2597 (0,1983-0,3365) *
E3 16 0,0976 (0,0616-0,1536) 6 0,0390 (0,0185-0,0829) *
E4 33 0,2012 (0,1481-0,2708) 24  0,1558 (0,1079-0,2230) ns
E5 18 0,1098 (0,0712-0,1679) 3 0,0195 (0,0071-0,0559) *
E6 26 0,1585 (0,1114-0,2236) 41 0,2662 (0,2042-0,3434) *
E7 5 0,0305 (0,0135-0,0697) 0 0,0000 (0,0002-0,0237) *
8 0S30 F1 17 0,1977 (0,1290-0,2975) 2 0,0152  (0,0047-0,0537) *
F2 69 0,8023 (0,7155-0,8804) 130 10,9848 (0,9585-0,9982) *
9 oG81  Gi 5 0,0333 (0,0148-0,0761) 7 0,0407 (0,0227-0,0914) *
G2 61 0,4067 (0,3336-0,4898) 54 0,3140 (0,2816-0,4316) ns
G3 28 0,1867 (0,1335-0,2584) 41 0,2384 (0,2042-0,3434) *
G4 34 0,2267 (0,1682-0,3021) 49 0,2849 (0,2515-0,3980) *
G5 22 0,1467 (0,998-0,2136) 21 0,1221  (0,0917-0,2009) ns
10 RM228 H1 20 0,1220 (0,0810-0,1820) 9 0,0625 (0,0316-0,1080) ns
H2 56 0,3415 (0,2750-0,4195) 72  0,5000 (0,3931-0,5495) ns
H3 14 0,0854 (0,0521-0,1391) 3 0,0208 (0,0071-0,0559) ns
H4 44 0,2683 (0,2077-0,3430) 34 0,2361 (0,1637-0,2946) ns
H5 18 0,1098 (0,0712-0,1679) 15 0,1042 (0,0606-0,1556) ns
H6 12 0,0732 (0,4929-0,1243) 11 0,0764  (0,0409-0,1242) ns
11 RM224 1 12 0,0769 (0,0451-0,1306) 5 0,0329 (0,0146-0,0751) *
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12 42 0,2692
13 37 10,2372
14 43 0,2756
15 40,0256
16 5 0,0321
17 12 0,0769
18 10,0064
12 RM235 J1 60 0,3371
J2 3 0,0169
J3 5 0,0281
J4 78 10,4382
J5 32 0,1798

(0,2072-0,3460)
(0,1785-0,3118)
(0,2130-0,3528)
(0,0105-0,0643)
(0,0142-0,0732)
(0,0451-0,1305)
(0,0016-0,0352)
(0,2733-0,4116)
(0,0062-0,0485)
(0,0125-0,0643)
(0,3695-0,5144)
(0,1312-0,2442)

0,2303
0,1447
0,4739
0,0658
0,0395
0,0197
0,0131
0,3274
0,0655
0,2024
0,3274
0,0774

(0,1717-0,3054
(0,0984-0,2109
(0,3795-0,5366
(0,0367-0,1177
(0,0187-0,0835
(0,0072-0,5660
(0,0041-0,0467
(0,2917-0,4436
(0,0415-0,1258
(0,1659-0,2983
(0,2917-0,4436
(0,0513-0,1418

RSN N AN N BN RN I N )

ns

ns
ns
ns
ns

ns

Tabela 2.

e Brondani et al., 2001).

Valores de Heterozigosidade esperada (He), Heterozigosidade
observada (Ho), Coeficiente de endogamia de Fisher (f), para cada um dos
primers estudados nos ciclos 0 e 2 da populagao de arroz CNA-7, e cromossomos
onde os primers estao localizados (Crom.), segundo literatura (www.gramene.org

. Ciclo 0 Ciclo 2
Crom. Primer He Ho ; He Ho :
2 0G 19 0,46 0,36 0,21 0,54 0,40 0,26
2 0G17 0,53 0,23 0,57 0,61 0,43 0,30
3 RM22 0,69 0,53 0,23 0,68 0,49 0,27
5 OG 61 0,80 0,48 0,40 0,76 0,70 0,08
7 RM11 0,84 0,73 0,12 0,77 0,55 0,30
8 0S30 0,32 0,07 0,78 0,03 0,00 1,00
9 0G81 0,73 0,61 0,16 0,75 0,58 0,23
10 RM228 0,78 0,73 0,06 0,68 0,56 0,18
11 RM224 0,79 0,64 0,19 0,72 0,61 0,16
12 RM235 0,66 0,60 0,10 0,74 0,45 0,39
Média 0,66 0,50 0,28 0,63 0,48 0,32
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Consideragdes finais

Durante a condugdo do melhoramento populacional o monitoramento das
populacdes ao longo dos ciclos é de grande importancia uma vez que permite
quantificar e tipificar as alteracées ocorridas no processo. Esse conhecimento
possibilita o ajuste da metodologia, caso necessario, e ajuda a embasar decisdes
adotadas dentro do programa. Além disso, informagdes geradas podem servir de
base para outros programas de melhoramento que utilizam metodologia similar.

Na populagdo CNA-7 foi monitorado o ganho com selegao realizado ao longo
dos ciclos 0, 1 e 2 para a resisténcia a brusone (Capitulo 1).

O objetivo dessa analise foi o de avaliar o progresso gerado pela selegao
durante a conducdo da populacdo. Descrevendo-a resumidamente, essa
metodologia de selecdo consistia na utilizacdo de réplicas das familias So.,
avaliadas em experimentos distintos para brusone na folha (Bl) e para brusone no
pescoco da panicula (NBI). Esses experimentos distintos procuravam fazer coincidir
a época de maior infestacdo da doenca no campo com a época de maturagcao da
planta onde ela era mais suscetivel a tal doenca. No final, a selegéo era feita para as
familias que apresentavam resisténcia total - nota menor que 3, na escala padrao do
IRRI (IRRI, 1988) tanto a Bl como a NBI. A teoria na qual essa estratégia de selecao
estava embasada era que se a selegao fosse realizada dessa maneira, mesmo se 0s
genes de resisténcia para uma ou outra caracteristica (Bl ou NBI) fossem distintos,
essa metodologia estaria favorecendo a selecéao de todos eles.

O ganho com selegao, significativos para a resisténcia a brusone na folha (Bl)
e nao significativos para brusone no pescoco da panicula (NBI), indicaram que a
estratégia de selecdo adotada deve ser repensada para uma caracteristica. Ou seja,
os proximos trabalhos devem elaborar novas estratégias de selecdo, pelo menos

para conseguir incrementar a resisténcia a brusone no pescog¢o da panicula. Em
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sendo essa a estratégia escolhida, algum procedimento estatistico ou de
experimentacao deve ser aperfeicoado de maneira que diferengcas menores possam
ser detectadas. Na discussdo do Capitulo 1, foram citados alguns autores que

propdem alternativas para a analise dos dados.

Em termos metodoldgicos, a contribuicdo dos experimentos relatados no
Capitulo 1 foi para auxiliar na compreensao que a analise de dados de resisténcia
em termos de % de plantas resistentes foi mais eficiente do que as analises em

termos de média.

Outro monitoramento realizado foi com relacdo a diversidade genética
existente nas populacdes de arroz PFD-1 e CNA-7 (Capitulos 2 e 3). Em resumo,
pode-se dizer que essas duas populacdes eram, uma do programa de melhoramento
genético de arroz de terras altas da Embrapa Arroz e Feijao, no Brasil, a CNA-7, e a
outra do programa de melhoramento de arroz irrigado da Fundacién para
Investigacién Agricola DANAC, na Venezuela. As duas populacdes estudadas
diferiam entre si nos seguintes aspectos: 1) A CNA-7 era uma populacao de terras
altas enquanto que a PFD-1 era de arroz irrigado; 2) a CNA-7 foi formada pela uniao
de duas populagcées e mais o cruzamento com 20 genitores que apresentavam
resisténcia a brusone enquanto que a PFD-1 foi formada pelo cruzamento de 5
genitores com diversas caracteristica de interesse a uma populagdo com
adaptabilidade local; 3) a populagdo CNA-7 foi selecionada para resisténcia a
brusone ao longo de 2 ciclos de selecdo enquanto que a populagdo PFD-1 foi
selecionada até o 1 ciclo de recorréncia para diversas caracteristicas

simultaneamente.

Para a anélise de diversidade dessas populagdes, contou-se com a estrutura
e 0 apoio dos coordenadores do Laboratério de Genética Molecular da Embrapa
Arroz e Feijao, em Goiéania, e do Laboratério de Genética do CIBA, na “Universidad
Central de Venezuela”, em Maracay. A metodologia utilizada para ambos os estudos

foi similar. O que variou de um estudo para outro, foi a relagéo dos primers utilizados.
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Apenas em alguns casos eles coincidiram. Em ambos os casos, foram 10 primers
utilizados. Os resultados, foram apresentados em capitulos distintos. Pode-se
afirmar, entretanto, que tanto para a populagcdo CNA-7 como para a populacao PFD-
1 a analise de diversidade em termos de numero de heterozigosidade esperada
(diversidade de Nei) demonstrou que o efeito de ciclos nao foi suficiente para alterar
os valores encontrados, ou seja, a diversidade se manteve ao longo dos ciclos.

Em termos de numeros de alelos/locos, as duas populagbes mostraram-se
com um nivel de variabilidade significativo para serem mantidas nos programas de
melhoramento tal como se apresentaram, sem haver necessidade de serem
cruzados a outros genitores. Nem mesmo a perda de alguns alelos, de um ciclo a
outro, mostra-se significativamente importante para que alguma agéao diferente fosse

adotada.

Quanto ao nivel de endogamia (f) encontrou-se na populagédo PFD-1 um valor
de 0,40 para o ciclo 0 e de 0,36 para o ciclo 1; enquanto que na populacao CNA-7
esses valores foram de 0,28 e 0,32 para os ciclos 0 e 2. Esses valores revelam que a
quantidade de homozigotos em ambas as populagbes foram mais altas do que as
propor¢coes esperadas, caso 0s cruzamentos estivessem sendo realizados de
maneira totalmente ao acaso.
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Conclusao

Houve progresso genético para resisténcia a brusone na folha (Bl) ao
longo dos ciclos 1 e 2 da populagédo de arroz de terras altas da
Embrapa Arroz e Feijao, a CNA-7.

Nao foi possivel detectar ganho genético para a caracteristica brusone
no pescogo da panicula (NBI), ao longo de todos os ciclos de selegao
da populagdo CNA-7 da Embrapa Arroz e Feijao, embora em alguns
casos tenha sido percebido um incremento da resisténcia comparado-
se diretamente os ciclos 0 e 2

A variabilidade genética na populagao de arroz de terras altas CNA-7,
da Embrapa Arroz e Feijao, foi mantida ao longo dos ciclos 0 e 2 de
selecdo, quando avaliada em termos da diversidade de Nei, com

marcadores microssatélites.

A variabilidade genética na populagao de arroz irrigado da Fundaccion
DANAC foi mantida ao longo dos ciclos 0 e 1 de selecao recorrente em
termos de diversidade de Nei, quando avaliada por meio de
marcadores microssatélites.

O numero de alelos/locos nas populagdes CNA-7 e PFD-1 indicam que
elas apresentam uma grande variabilidade genética, quando
comparadas aos dados relatados na literatura.

Para ambas as populagbes estudadas foram encontrados mais
individuos homozigotos do que se esperaria sob a hipotese de

panmixia.

Os resultados permitiram alcangar os objetivos tragados, e estimularam

a outras reflexdes sobre as metodologias adotadas.



