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INFLUENCIA DA DISTANCIA GENETICA ENTRE GENITORES NA
RECUPERAGAO DO PARENTAL RECORRENTE NA CONVERSAO DE
LINHAGENS DE MILHO

RESUMO - Nas ultimas duas décadas o uso de hibridos transgénicos
agregou um valor consideravel para o aumento da producéo de milho. O método
dos retrocruzamentos (RC) é o mais utilizado para a obtencéo de linhagens e
hibridos transgénicos em milho. Utilizando-se marcadores moleculares para
selecdo do genoma recorrente nas geracbes de retrocruzamento € possivel
reduzir o tempo para a obtencdo de linhagens convertidas. E possivel que a
utilizacao de parentais doadores mais similares aos parentais recorrentes possa
reduzir ainda mais o tempo de converséo dessas linhagens. Este trabalho teve
por objetivo avaliar a recuperacdo do genoma recorrente e a similaridade das
plantas de RC com os parentais recorrentes em funcao da distancia genética
entre esses genitores em um programa de conversdo de linhagens de milho.
Foram avaliadas nove populag@es de retrocruzamento, com distancias genéticas
entre os parentais doadores e recorrentes variando de 0,238 a 0,499. As
populac6es foram divididas em trés grupos, um com distancias genéticas de
0,238 a 0,286, outro de 0,307 a 0,335 e outro de 0,408 a 0,499. Nas geracdes
RC1, RC2 e RC3 foram usados marcadores moleculares para identificacdo das
plantas com o maior percentual de recuperacdo do genoma recorrente e com
maior similaridade com o parental recorrente. Na primeira geracdo de RC as
diferencas na similaridade entre as plantas de RC e os parentais recorrentes
foram proporcionais as distancias genéticas iniciais, mas na terceira geracao de
RC todas as populacdes obtiveram plantas com similaridade de pelo menos 98%
com 0s parentais recorrentes. Para as populacdes com menores distancias
genéticas entre os parentais, as linhagens elites ja haviam sido recuperadas na
segunda geracao de RC. Quando o parametro usado foi recuperacao do genoma
recorrente, ndo foram observadas diferencas entre os grupos em RC3. Esse
parametro ndo permitiria observar que nas populacdes cuja distancia genética
entre 0s parentais era menor as linhagens elites poderiam ser finalizadas na
segunda geracéo de RC.

Palavras-chave: milho, retrocruzamento assistido por marcadores
moleculares, marcadores SNP, diversidade genética



INFLUENCE OF GENETIC DISTANCE BETWEEN PARENTS IN THE
RECOVERY OF THE RECURRENT PARENTAL N THE CONVERSION OF
MAIZE INBRED LINES

ABSTRACT - In the last two decades, the use of transgenic hybrids has
added considerable value to the increase in maize production. The backcrossing
method (BC) is the most used to obtain transgenic hybrid and inbred lines in
maize. Using molecular markers for recurrent genome selection in backcross
generations, it is possible to reduce the time to obtain converted inbred lines. It
is possible that the use of donor parents more like those of parents may further
reduce the conversion time of these inbred line. The objective of this work was to
evaluate the recovery of the recurrent genome and the similarity of BC plants with
recurrent parents as a function of the genetic distance between donors and
recurrent parents in a maize inbred line conversion program. And compare the
parameters of genetic similarity and recurrent genome recovery for decision
management in BC programs assisted by molecular markers. Nine backcrossing
populations were evaluated, with genetic distances between donors and
recurrent parents ranging from 0.238 to 0.499. As the populations were divided
into three groups, a genetic distance of 0.238 to 0.286, another from 0.307 to
0.335 and another from 0.408 to 0.499. In the BC1, BC2 and BC3 generations,
molecular markers were used to identify the plants with the highest percentage
of recurrent genome recovery and with greater similarity to the parental recurrent.
In the first generation of BC as differences in similarity between BC plants and
recurrent parent plants, the initial genetic distances were proportional, but in the
third generation of BC all populations obtained plants with a similarity of 98% less
with the recurrent of the parents. For populations with shorter genetic distances
between parents, such as elite inbred line has already been recovered in the
second generation of BC. When the parameter used was recurrent genome
recovery, no differences were observed between the groups. This parameter
does not allow us to observe that in populations whose genetic distances
between parents were shorter, because elite lineages could be completed in the
second generation of BC.

Keywords: maize, molecular marker-assisted backcrossing, SNP
markers, genetic diversity
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1. INTRODUCAO

No Brasil, dos 17,5 milhdes de ha plantados com milho em 2019 (Conab,
2021), 16,3 milhdes foram plantados com milho transgénico (ISAAA, 2019), o
que significa 93% da area de milho sendo cultivada com milho geneticamente
modificado.

O principal método utilizado para a conversao de linhagens e hibridos de
milho para os eventos transgénicos comerciais € o método de Retrocruzamentos
(RC). Este método tem por objetivo a introgressao de um ou poucos genes em
uma variedade ou linhagem elite, e a subsequente recuperagdao do genoma do
genitor recorrente. O processo geralmente € utilizado para corrigir genétipos-
elites nas caracteristicas em que séo deficientes, por meio do cruzamento com
genaotipos portadores das caracteristicas que se deseja introduzir, denominados
genotipos doadores. Uma das limitagcdes do método é o longo tempo necessario
para se completar o processo, fazendo com que o gendtipo-elite utilizado como
genitor recorrente, muitas vezes, se torne obsoleto ao final do programa de
retrocruzamento (Mesquita et al., 2005).

Uma das alternativas para reduzir o tempo de recuperacdo do genoma
recorrente em uma linhagem ou variedade elite é a utilizacdo de marcadores
moleculares para a selecdo das plantas com maior proporcdo de genoma
recorrente em cada geragdo de retrocruzamento. A propor¢cdo de genoma
recorrente recuperado em cada planta € variavel em uma mesma geracao de
RC. O uso de marcadores moleculares permite identificar as plantas com maior
proporcao de genoma recorrente recuperado. Selecionando-se em cada geracéo
de RC as plantas com maior proporgéo de genoma recorrente recuperado, pode-
se reduzir o numero de geracbes de RC necessarias para a recuperacao da
linhagem elite contendo o gene transferido do genitor doador (Openshaw et al.,
1994; Hospital, 2001; Bouchez et al., 2002).

A probabilidade de sucesso de um programa de retrocruzamento
depende, em grande parte, da quantidade de germoplasma do genitor doador
que precisa ser eliminada no processo de retrocruzamento. Assim, a utilizacao

de genitores doadores mais similares aos genitores recorrentes poderia, em



teoria, facilitar a recuperacdo do genoma recorrente nesses programas de
retrocruzamento. A similaridade genética entre os genitores doador e recorrente
pode significar que alguns segmentos cromossémicos no doador em potencial
podem ser idénticos por descendéncia ou pelo menos em estado com o do
parental recorrente. Esses segmentos cromossdmicos semelhantes, em
esséncia, ja estdo convertidos para o genoétipo do parental recorrente, podendo
acelerar a recuperagdo do germoplasma do parental recorrente (Peng et al.;
2013).

Embora a vantagem da utilizacdo de genitores doadores mais similares
aos genitores recorrentes possa ser demonstrada teoricamente ou por
simulagédo, n&o existem trabalhos usando dados reais que ilustrem essa
vantagem. Por este motivo, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a
influéncia da distancia genética entre os parentais doador e recorrente na
recuperacdo do gendtipo recorrente e na avaliacdo da similaridade genética das
plantas de RC e o parental recorrente, em um programa de retrocruzamento

assistido por marcadores moleculares.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspecto econdmico da cultura do milho

A cultura do milho (Zea mays L.) é uma das mais importantes do Brasil,
sendo produzida em quase todo o territorio nacional (Engelsing et al., 2012). A
Companhia Nacional de Abastecimento (Conab) estima que o pais produzira
268,3 milhdes de toneladas de grdos na safra 2020/2021. O numero apresenta
um crescimento de 4,4%% (ou 11,4 milhdes de toneladas), se comparado ao da
safra anterior (Conab, 2021).

Os plantios de culturas biotecnolégicas aumentaram aproximadamente
113 vezes desde 1996, com uma &rea acumulada de 2,5 bilhdes de hectares,
mostrando que a biotecnologia é a tecnologia agricola de mais rapida adog¢ao no
mundo (ISAA, 2019). Nos paises que mais utilizam cultivos transgénicos,
particularmente EUA, Brasil, Argentina, Canada e India, as taxas de adocéo de

grandes culturas estdo em niveis proximos a 100%, indicando que o0s



agricultores favorecem essa tecnologia de cultura em relacdo as variedades
convencionais (ISAA, 2019).

Nas ultimas décadas, plantas transgénicas que expressam toxinas de
Bacillus thurigiensis (Bt) vém sendo amplamente utilizados para o controle
genético de pragas no Brasil e no mundo. Apds o ano de 2007, com a liberacéo
comercial do primeiro evento Bt com resisténcia a lagarta no Brasil, a adocéo
desta tecnologia por parte dos agricultores foi muito rapida, neste periodo houve
diversos langamentos de hibridos transgénicos Bt, contendo desde um até seis
genes Bt no mesmo hibrido. Este processo dinamico de lancamentos de novos
eventos transgénicos que expressam proteinas Bt € necessario pelo dinamismo

da eficacia destas tecnologias (Ramos, 2018).

2.2 Método de retrocruzamento.

O método de retrocruzamento tem por objetivo a introgressédo de um ou
poucos genes em uma variedade ou linhagem elite, e a subsequente
recuperacdo do genoma do genitor recorrente (Borém e Miranda, 2005). O
processo geralmente é utilizado para corrigir genétipos-elites nas caracteristicas
em que sao deficientes, por meio do cruzamento com genaétipos portadores das
caracteristicas que se deseja introduzir, denominados gendétipos doadores. O
meétodo de RC consiste no cruzamento da linhagem elite cujo defeito se deseja
corrigir, denominada de genitor recorrente, com uma linhagem que contenha o
gene que corrige este defeito, denominada de genitor doador. As plantas
resultantes desse cruzamento e que contenham o gene que se deseja transferir
sao cruzadas novamente com o0 genitor recorrente e o processo de selecao das
plantas que contém o gene de interesse e cruzamento com o genitor recorrente
€ repetido varias vezes. Em meédia, a cada geracdo de retrocruzamento
recupera-se metade do genoma do genitor recorrente que ainda falta recuperar
(Figura 1), de forma que a cada geracao as progénies se tornam mais similares

ao genitor recorrente (Guimarées et al., 2016).
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Figura 1. Esquema do método de retrocruzamento. A barra vermelha representa
0 gene que se deseja transferir (Caixeta et al., 2015)

Uma das limitacbes do método € o longo tempo necessario para se
completar o processo, fazendo com que o genotipo-elite utilizado como genitor
recorrente  muitas vezes se torne obsoleto ao final do programa de
retrocruzamento (Mesquita et al., 2005). Apesar disso este método € de extrema
importancia no processo de conversao de gendtipos convencionais de milho no
desenvolvimento de cultivares transgénicos (Mesquita et al., 2005).

Uma das alternativas para reduzir o tempo de recuperacdo do genoma
recorrente em uma linhagem ou variedade elite € a utilizacdo de marcadores
moleculares para a selecdo das plantas com maior proporcdo de genoma
recorrente em cada geracdo de retrocruzamento (Openshaw et al., 1994;
Hospital, 2001; Bouchez et al., 2002).

A probabilidade de sucesso de um programa de retrocruzamento
depende, em grande parte, da quantidade de germoplasma do genitor doador
que precisa ser eliminada no processo de retrocruzamento. Assim, a utilizacao
de genitores doadores mais similares aos genitores recorrentes poderia facilitar
a recuperacao do genoma recorrente nesses programas de retrocruzamento. A
similaridade genética entre os genitores doador e recorrente poderia fazer com
gue alguns segmentos cromossémicos no doador em potencial fossem idénticos

por descendéncia ou pelo menos em estado com o do parental recorrente. Esses



segmentos cromossdmicos semelhantes em esséncia ja estao convertidos para
0 gendtipo do parental recorrente, podendo acelerar a recuperacdo do
germoplasma do parental recorrente (Peng et al., 2013).

2.3 Macho esterilidade.

O método tradicional para a producdo de sementes hibridas de milho
envolve o despendoamento manual das plantas femininas, deixando apenas
polen das plantas masculinas para fertilizar as plantas fémeas. O
despendoamento manual pode néo ser efetivo, levando a disponibilidade de
pélen de algumas plantas femininas e, assim, autopolinizacao e finalmente, uma
reducdo no vigor hibrido. O despendoamento mecanico € mais rapido e
econdbmico, mas a maioria das maquinas de despendoamento danificam as
plantas durante o processo, causando uma reducao linear no rendimento dos
graos para cada folha adicional removida com o pendéao, (Wilhelm et al., 1995).

A macho esterilidade citoplasmatica foi descrita em muitas espécies de
plantas e esta ligada a genes mitocondriais que codificam proteinas téxicas. As
proteinas citoplasmaticas masculinas estéreis (CMS) sao tipicamente
codificadas por um gene mitocondrial quimérico, (Chen e Liu, 2014).

No milho, o citoplasma masculino estéril pode ser dividido em trés
categorias de acordo com os padrfes de restauracao da fertilidade exibidos nos
hibridos: Texas (T), USDA(S) e Charrua (C) (Beckett, 1971).

A esterilidade masculina citoplasmatica tipo C (CMS-C) apresenta uma
esterilidade masculina estavel e afeta positivamente a producdo de gréaos,
contribuindo para seu grande valor de aplicagdo na producdo de sementes
hibridas de milho (Stevanovic et al., 2016).

No geral, o complexo mecanismo de restauracéo da fertilidade CMS-C
traz sérios desafios a aplicacdo do CMS-C na producao de sementes hibridas.
O gene Rf4 pode restaurar completamente a fertilidade da maioria das linhas de
milho CMS-C e tem grande valor potencial na popularizacao e utilizagéo hibrida
do milho CMS-C. Muitos trabalhos tém sido realizados para Rf4, que foi

previamente mapeado para o bracgo curto do cromossomo 8 (Tang et al., 2001).



2.4 Marcadores SNPs

Polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) é uma variacdo de sequéncia
de DNA que ocorre quando um unico nucleotideo (A, T, G ou C) difere entre os
membros de uma espécie. O SNP é o sistema de marcadores mais abundante
tanto em genomas animais como vegetais e emergiu como a nova geracao de
marcadores moleculares para vérias aplicacées (Arif et al., 2010).

Os marcadores SNP possuem status binario ou codominante, e sdo
capazes de discriminar eficientemente entre alelos homozigotos e heterozigotos.
Além disso, ao contrario dos microssatélites, seu poder ndo vem do numero de
alelos, mas do grande numero de loci que podem ser avaliados (Turcheto-Zolet
et al.,2017). Além disso, estes marcadores sdo favoraveis a automacéo de alto
rendimento, permitindo uma genotipagem rapida e eficiente de um grande
numero de amostras (Tsuchihashi e Dracopoli, 2002).

O estudo de marcadores SNPs basicamente envolve duas etapas
principais: a identificacdo (descoberta) dos SNPs no genoma da espécie de
interesse e a genotipagem destes marcadores na populacao desta espécie ou
no individuo de interesse para posterior analise. A diferenca entre essas duas
etapas é que na descoberta dos SNPs pode ser utilizado um namero pequeno
(representativo) de individuos da espécie estudada enquanto na genotipagem é
utilizado um namero maior de individuos, 0os quais representem uma ou mais
populacdes, dependendo do objetivo do estudo. Tanto a identificacdo quanto a
genotipagem de marcadores SNPs pode ser realizada utilizando métodos de
pequena ou larga escala (Turcheto-Zolet et al.,2017).

A genotipagem pode envolver diferentes categorias de métodos e
técnicas, destacando-se os métodos baseados em hibridizagdo, como a
hibridizacdo alelo especifico (Prince et al., 2001), hibridizacdo de sondas (ex
Sistema TagqMan por PCR em Tempo Real — McGuigan e Ralston 2002), Allele
Specific PCR (Kasp — Cheng et al., 2017) e hibridizacdo em arranjos multiplex
(SNP array) (Hehir-Kwa et al., 2007); métodos de ligacdo de oligonucleotideo
baseado em PCR (Podder et al., 2008) e métodos baseados em NGS (Next

Generation Sequencing, Torkamaneh et al., 2016).



A Genotipagem por Sequenciamento (Genotipping-by-Sequencing - GBS)
€ um método de genotipagem de baixo custo e alto rendimento que depende de
enzimas de restricdo para reduzir a complexidade do genoma. A GBS esta sendo
amplamente utilizada para varias aplicacbes genéticas e de melhoramento.
Avancos significativos na tecnologia de sequenciamento tém ocorridos nos
altimos anos e levaram a uma melhor compreensédo do genoma do milho. GBS
€ um método para genotipar muitas amostras e fornece mais SNPs do que a
genotipagem utilizando de SNPs arrays. (Wang et al., 2020).

Uma aplicacdo mais pratica do uso da genotipagem por sequenciamento
na selecdo assistida por marcadores moleculares é a genotipagem por
sequenciamento de regides alvo (Target Genotyping by Sequence — tGBS).
Diferentemente da GBS, que se utiliza enzimas de restricdo para a reducéo da
complexidade do genoma antes da etapa de ligacdo dos adaptadores, a tGBS
utiliza PCR multiplex para enriquecer as regiées alvo do sequenciamento. Nesse
caso 0s SNPs sao pré-definidos através do desenho de oligonucleotideos para
amplificacdo de regides de interesse e o sequenciamento é alvo-direcionado.
Essa estratégia oferece 6timo custo beneficio por possibilitar a genotipagem de
grande quantidade de amostras e marcadores SNPs simultaneamente, além de
ser relativamente simples sua customizacao e automatizacao (He et al., 2014),
possibilitando o seu uso para aumentar a densidade da genotipagem para

selecdo do genoma recorrente em programas de retrocruzamento.

3. MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo do estudo foram avaliadas nove populagbes de RC
conduzidas na unidade de pesquisa da LongPing High-Tech em Cravinhos-SP.
Para evitar conflitos de interesse, o gene alvo foi um gene nativo do milho (Rf4),
mas os resultados séo diretamente aplicaveis a programas de retrocruzamentos
para eventos transgénicos.

Todas as populagdes foram obtidas com o mesmo parental doador (PD1)
para transferéncia do gene de restauracao de fertilidade masculina Rf4. Os nove
parentais recorrentes foram denominados PR1, PR2, PR3, PR4, PR5, PR6, PR7,
PR8 e PR9. Os parentais recorrentes e as respectivas populagcdes de RC foram



classificadas em trés grupos: Grupol: PR similares ao PD; Grupo2: PR com
similaridade/distancia intermediaria ao PD; e Grupo3: PR geneticamente mais
distantes do PD.

As distancias genéticas entre os parentais doador e recorrentes variaram
de 0,238 a 0,499, formando 3 grupos distintos com trés linhagens em cada grupo
de avaliacdo sendo o grupo 1 com a menor distancia entre os parentais, 0 grupo
2 com distancias intermediarias e o grupo 3 com maior distancia entre os

parentais doador e recorrentes. (Tabela 1).

Tabela 1. Distancia Genética e Similaridade entre os parentais doadores e
recorrentes

Distancia Similaridade Classe de

Recorrente  Doador _ _ _ Grupo
Genética  entre PD-PR Distancias
PR1 PD1 0,238 76,2% Similares 1
PR2 PD1 0,256 74,4% Similares 1
PR3 PD1 0,286 71,4% Similares 1
PR4 PD1 0,335 66,5% Intermediario 2
PR5 PD1 0,307 69,3% Intermediario 2
PR6 PD1 0,309 69,1% Intermediario 2
PR7 PD1 0,452 54,8% Distante 3
PRS8 PD1 0,408 59,2% Distante 3
PR9 PD1 0,499 50,1% Distante 3

Inicialmente foram realizados os cruzamentos entre o parental doador
com todos os parentais recorrentes. As plantas da geracédo F1 foram cruzadas
novamente com as respectivas linhagens recorrentes. Nas geracdes RC1 e RC2
as plantas de cada populacao foram selecionadas com base na analise presenca
do gene Rf4 e na recuperacao do genoma recorrente. As plantas que continham
0 gene Rf4 e que possuiam a maior similaridade genética com o genitor
recorrente foram novamente cruzadas com as respectivas linhagens recorrentes.

Em todas as geracdes de retrocruzamento foram selecionadas as plantas
que possuiam o gene nativo Rf4 do programa de retrocruzamento.

Para extracdo de DNA foi coletado um disco foliar de 5 mm de diametro

de cada planta, O DNA dos discos foliares foi extraido utilizando-se o kit Fast ID



Genomic (Genetic ID — Fairfield, lowa, USA), seguindo as instru¢cdes do
fabricante. Inicialmente as amostras de DNA foram utilizadas para a selecdo do
gene Rf4, utilizando-se primers e sondas especificos e 0 método TagMan®
(Holland et al., 1991). As plantas contendo o gene Rf4 foram genotipadas com
um painel de 1065 marcadores SNPs, utilizando-se o0 método de genotipagem
por sequenciamento de regifes alvo (tGBS — target Genotyping by Sequence).
Para esta genotipagem, foi utilizada a plataforma lon GeneStudio S5 System
(Thermo Fisher — Waltham, Massachusetts, USA), seguindo as instru¢cdes do
fabricante. Também foram genotipadas amostras de DNA dos parentais
doadores e recorrentes de cada populacéo.

Uma vez que no painel de genotipagem também havia marcadores
monomorficos entre os parentais doadores e recorrentes, faram avaliados dois
parametros de comparacgao entre as plantas das geracdes de RC e 0s genitores
recorrentes: a Similaridade Genética e a Recuperacdo do Genoma Recorrente.

A similaridade genética (S) foi estimada usando-se a expressao:

Numero de SNP homozigotos iguais ao genitor recorrente
B Numero total de SNP

As distancias genéticas (D) foram estimadas por D =1 — S. A recuperagéo
do genoma recorrente de cada planta de RC foi estimada da mesma forma que
a Similaridade Genética, porém usando apenas os marcadores SNP polimérficos
entre os genitores doador e recorrente. Neste caso, considera-se que 0S
genitores recorrente e doador tem similaridade zero. A similaridade genética
entre as plantas RC1, RC2 e RC3 e o genitor recorrente, considerando-se
apenas marcadores polimorficos, representa a quantidade de genoma recorrente
que era divergente entre os parentais doador e recorrente, que ja foi recuperado
nestas plantas.

Os valores de distancia genética foram expressos em decimais, que
podem variar de zero a 1. A similaridade e a recuperacdo do genoma recorrente
foram expressas em porcentagem, multiplicando-se o valor estimado por 100.

As cinco plantas com maior similaridade com o0 seu genitor recorrente

foram selecionadas para produzirem a geragcao seguinte de retrocruzamento.
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Para avaliar a similaridade genética e a recuperacdo do genoma
recorrente entre os trés grupos, em cada geragcdo de retrocruzamento foram
estimadas as médias, desvio padrdo e amplitude das similaridades genéticas
das plantas RC1, RC2 e RC3 e 0s genitores recorrentes em cada populagao.

Em todas as geracbes de RC foram utilizados 1065 marcadores
moleculares SNPs para selecionar as plantas com maior recuperacdo do

genoma recorrente para compor as proximas geracoes de RC (Tabela 2).

Tabela 2. Numero de marcadores e distribuicdo dos marcadores SNPs em cM
em cada cromossomo.

Cromossomo Numero de Marcadores cM
1 262 230,56
2 134 182,10
3 130 188,34
4 104 166,04
5 97 217,86
6 69 160,42
7 75 143,55
8 59 155,46
9 72 143,71
10 63 133,70
Total 1065 1727,25

As andlises de similaridade genética foram realizadas com auxilio do
programa Tassel 5 (Bradbury et al., 2007). Para comparar os trés grupos de
populacées, as médias de similaridade genética e de recuperacdo do genoma
recorrente foram utilizadas para a analise de variancia, em que os grupos foram
os tratamentos. Utilizou-se o modelo inteiramente casualizados, com trés
repeticbes, que foram as trés populacdes de cada grupo. As médias foram
comparadas pelo teste de Tukey com significancia de 5%. Também foram
avaliadas as correlacdes de Pearson entre a similaridade genética dos parentais
recorrente e doador com as similaridades genéticas e recuperacdo do genoma

recorrente nas diferentes populacdes de RC. As significancias das correlacdes
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foram avaliadas pelo teste de Mantel, com 5000 simulacfes e teste de t. As
andlises de variancia, teste de média e correla¢des foram realizadas com auxilio

do programa Genes (Cruz, 2014).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Recuperagdo do genoma recorrente

A recuperacdo do genoma recorrente significa a quantidade do genoma
que era divergente entre 0s genitores doador e recorrente que se tornou similar
ao genoma do genitor recorrente em cada geracao de RC (Peng et. al., 2013),
expressa em porcentagem. Neste caso, apenas a parte divergente do genoma é
considerada na avaliagcdo de similaridade, o que significaria dizer que a
similaridade original entre os genitores doador e recorrente era zero.

ApGs a primeira geracao de retrocruzamento, a média da recuperacao do
genoma recorrente das plantas de todas as populacdes RC1 foi de 78,29%
(Tabela 3). No grupo 1 a recuperacdo do genoma recorrente foi em média de
78,49%, no grupo 2 de 77,36% e no grupo 3 de 79,03%. As médias obtidas foram
ligeiramente superiores a média esperada de recuperacao do genoma recorrente
na geracao RC1, que € de 75% (Borém e Miranda, 2005), sendo que a diferenca
na recuperacao do genoma recorrente entre os grupos 2 e 3 foi significativa,
enguanto que em relacdo ao grupo 1, nenhum dos outros dois grupos apresentou
recuperacdo do genoma recorrente significativamente diferente (Tabela 3).

A correlacdo entre a média da recuperacdo do genoma recorrente das
plantas da geracdo RC1 com as distancias genéticas entre os genitores em cada
populacédo foi de 0,50. Embora este valor de correla¢do indiqgue uma tendéncia
de maior recuperacdo do genoma recorrente nas populacdes cujos genitores
doador e recorrente eram mais divergentes, essa correlagédo néo foi significativa
(Tabela 3).

Em todas as populacbes de RC é possivel observar uma grande
variabilidade na recuperacédo do genoma recorrente entre as plantas em acordo
com base nos marcadores moleculares em acordo com Wang et al. (2007). A

amplitude na variacdo da recuperacdo do genoma recorrente nas plantas RC1
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variou de 16,6 pontos percentuais do genoma na populacdo PR7xPD1 até 26,58
pontos percentuais do genoma na populacdo PR2xPD1 (Tabela 3). Uma vez que
h& esta variabilidade na proporcdo do genoma recorrente dentro de cada
populacdo, é possivel selecionar as plantas com a maior propor¢cao de
recuperacdo do genoma recorrente para a proxima geracao de RC (Peng et al.,
2013). Usando-se plantas com maior proporcdo do genoma recorrente
recuperado para gerar a proxima geracdo de RC, pode-se acelerar a
recuperacdo desejada do genoma recorrente nos programas de RC, e finalizar
0s projetos com menor numero de geracdes de RC de acordo com Pinto et al.,
2018.

Cinco plantas de cada populacdo RC1 com maior recuperacao do genoma
do parental recorrente foram selecionadas para a proxima geracdo de
retrocruzamento. Considerando apenas as plantas selecionadas, a média de
recuperacdo do genoma recorrente entre todas as populacdes foi de 86,73%
(Tabela 4). No grupo 1 a média foi de 87,29%, no grupo 2 de 85,38% e no grupo
3 a média foi de 87,51% (Tabela 4). As médias de recuperagdo do genoma
recorrente nas plantas selecionadas do grupo 1 e do grupo 3 diferiram
significativamente da média da recuperacdo do genoma recorrente das plantas
selecionadas do grupo 2. Mas essa diferenca ndo deve ser devida as distancias
genéticas entre os genitores, pois a correlacdo entre a distancia genética e a
recuperacdo do genoma recorrente nao foi significativa (Tabela 4). O nimero de
plantas avaliadas por marcadores do grupo 2 foi 84, que é 5,6% menor do que o
grupo 1 e 8,6% menor do que o grupo 3. Como o numero de plantas selecionadas
foi fixo entre os grupos, houve diferentes intensidades de selecdo. Sob
intensidade de selecao fixa, observa-se que nos doadores mais similares com
0s parentais recorrentes ha maior probabilidade de obtencdo de maior
recuperacédo (Peng et al., 2013).

Considerando-se a recuperacdo média do genoma recorrente das plantas
selecionadas, a correlacdo entre a recuperagdo do genoma recorrente e as
distancias genéticas entre os genitores foi de 0,20, e nao foi significativa (Tabela
4). Na geracdo RC1, a recuperacdo do genoma recorrente ndo tem relacdo com
as distancias genéticas entre 0s genitores, tanto na meédia geral das populacdes

guanto na média das plantas selecionadas.
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Em um programa de retrocruzamento sem auxilio de marcadores
moleculares, é esperado que na geracdo RC2 a média de recuperag¢do do
genoma recorrente seja de 87,5% (Borém e Miranda, 2005). Selecionando-se as
cinco plantas com a maior proporcao de genoma recorrente em cada populacéo,
com uso de marcadores moleculares, a propor¢cao de recuperacdo do genoma
recorrente esperada para geracdo RC2 foi obtida na geracdo RC1. O
monitoramento da recuperagédo do genoma do recorrente via marcador viabiliza
a reducdo do numero de retrocruzamentos necessarios (Mesquita, 2002).

Na geracdo RC2 a média da recuperacdo do genoma recorrente entre
todas as populacées foi de 92,57% (Tabela 5). No grupo 1 a média foi de 93,57%,
no grupo 2 foi de 91,86% e no grupo 3 de 92,27% (Tabela 5). As diferencas entre
as médias da recuperacdo do genoma recorrente entre os trés grupos na
geracdo RC2 néo foram significativas. A correlacdo entre a recuperacdo média
do genoma recorrente na geracdo RC2 e as distancias genéticas entre os
parentais foi -0,34507 e néo foi significativa (Tabela 5).

Uma vez que na geracao RC1 foi realizada selec&o das plantas com maior
propor¢cdo do genoma recorrente recuperado, a propor¢cdo média do genoma
recorrente recuperado na geracdo RC2 é equivalente ao esperado para a
geracdo RC3 em um programa sem a selecao por marcadores moleculares, que
€ de 93,5%. Isso era esperado, uma vez que as plantas usadas para o
cruzamento na geracdo RC1, ap6s a selecdo por marcadores moleculares, ja
tinham proporcdo de genoma recorrente equivalente ao de uma geracdo RC2
sem o uso de marcadores moleculares.

A meédia de recuperacdo do genoma recorrente nas cinco plantas
selecionadas de todas as populacdes foi de 96,18% (Tabela 6). No grupo 1 a
média de recuperac¢ao nas plantas selecionadas foi de 96,56%, no grupo 2 foi de
96,00% e no grupo 3 foi de 95,99%. As diferencas entre estas médias também
nao foi significativa, e a correlagcdo destas médias com as distancias genéticas
entre os genitores foi de -0,31262, também nédo significativa (Tabela 6).

Apbs a selecdo por marcadores moleculares, as plantas a serem usadas
para a proxima geracao de RC apresentaram média de recuperacao do genoma
recorrente equivalente a uma populacdo RC4 sem o uso de marcadores

moleculares, que é de 96,875%.
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Na geracdo RC3 a média da recuperacdo do genoma recorrentes nas
plantas de todas as popula¢fes foi de 96,97% (Tabela 7). No grupo 1 a média
foi de 96,90%, no grupo 2 foi de 96,89% e no grupo 3 de 97,14% (Tabela 7). As
diferencas entre estas médias ndo foram significativas, e a correlacdo entre estas
meédias e as distancias genéticas entre os genitores (0,24366) também nao foi
significativa (Tabela 7).

Entre as cinco plantas selecionadas e no conjunto de todas as populagcdes
a média de recuperacdo do genoma recorrente foi de 98,92% (Tabela 8). No
grupo 1 a média de 98,69%, no grupo 2 foi de 98,77% e no grupo 3 foi de 99,29%.
Estas médias também néo diferiram entre si.

Na geracao RC3, apenas duas populagdes nao tiveram plantas com mais
de 99% de recuperagdo do genoma recorrente. A populagdo PR1xPD1 teve
recuperacdo maxima de 98,28%, e a populacdo PD6xPR1 teve recuperacao
maxima de 98,25%. Todas as demais populacdes tiveram plantas com mais de
99% de recuperacgédo do genoma recorrente na geragdo RC3. Em programas de
RC que néo utilizem marcadores moleculares, esta propor¢cdo de recuperacao
do genoma recorrente soO € esperada na geracdo RC6 (Borém e Miranda, 2005).
Assim, demonstra-se com esses resultados a importancia do uso de marcadores
moleculares para estimar a recuperagdo do genoma no programa de

retrocruzamentos.

4.2 Similaridade genética nas geracdes RC1, RC2 e RC3

ApOs a primeira geragdo de retrocruzamento, a média da similaridade
genética das plantas de todas as populagdes RC1 com 0s genitores recorrentes
foi de 92,15% (Tabela 3). A média da similaridade genética das plantas RC1 do
grupo 1 com os genitores recorrentes foi de 94,01%. No grupo 2 a média da
similaridade entre as plantas RC1 e os parentais recorrentes foi de 92,34%, e no
grupo 3 a média da similaridade com os parentais recorrentes foi de 90,10%
(Tabela 3). As diferencas entre as médias de similaridade genética em cada
grupo foram estatisticamente significativas, demonstrando o efeito da distancia
genética entre os genitores e a similaridade genética das plantas RC1 com o

genitor recorrente (Tabela 3).
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As similaridades genéticas das plantas da geracdo RC1 com os genitores
recorrentes foram maiores nas populacdes cujas distancias genéticas entre 0s
parentais doadores e recorrentes eram menores. A correlagdo entre a
similaridade genética média de cada populacdo de RC e a distancia genética
entre os parentais foi -0,97, significativa a 5% de probabilidade, na geracdo RC1
(Tabela 3). A maior média de similaridade com o parental recorrente foi
observada no cruzamento PR1xPD1 (94,74%) e a menor média de similaridade
foi no cruzamento PR9xPD1 (89,86%) (Tabela 3).

Também foi observada maior variabilidade entre as plantas das
populacdes RC1 com maior distancia genética entre os parentais. Populacdes
de retrocruzamento derivadas de parentais mais divergentes apresentaram
maior desvio padrdo das similaridades e maior amplitude das similaridades
genéticas das plantas de cada populacdo com o genitor recorrente (Tabela 3).

Considerando apenas as cinco plantas selecionadas em todas as
populacées, a média da similaridade genética com 0s genitores recorrentes foi
de 95,11% (Tabela 4). Analisando cada grupo separadamente as médias de
similaridade com o genitor recorrente foram 96,42% no grupo 1, 94,98% no grupo
2 e 93,92% no grupo 3. As médias de similaridade do grupo 1, considerando
apenas as plantas selecionadas, é estatisticamente diferente das médias dos
grupos 2 e 3, demonstrando a eficicia na recuperacdo do genoma do parental
recorrente com o emprego de doadores mais préximos.

Assim como na média de todas as plantas das populacdes RC1, a maior
e menor similaridade das plantas selecionadas com 0s genitores recorrentes
também foi observada nas populagdes dos cruzamentos PR1xPD1 (97,24%) e
PRI9XPD1 (92,75%) (Tabela 4).

A correlacdo entre as similaridades médias das plantas selecionadas em
cada populacdo com as distancias genéticas entre os genitores de cada
populacdo de retrocruzamento foi de -0,94003, significativa a 5% de
probabilidade. Essa correlagéo elevada indica que, embora haja maior amplitude
de valores de similaridade genética entre as plantas derivadas de cruzamentos
mais divergentes, essa amplitude nao é suficiente para compensar a quantidade
de genoma que precisa ser recuperado nestas populacdes mais divergentes, na
geracédo RC1 (Tabela 4).
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Na geracdo RC2 a média da similaridade genética das plantas de todas
as populagdes com os genitores recorrentes foi de 97,15% (Tabela 5). No grupo
1 a similaridade média das plantas RC2 com o0s genitores recorrentes foi de
98,22%. No grupo 2 foi de 97,08% e no grupo 3 foi de 96,14% (Tabela 5). Na
geracdo RC2, as médias de similaridade séo estatisticamente diferentes apenas
entre o grupo 1 e o grupo 3. Apdés uma geracao de retrocruzamento assistido por
marcadores moleculares, as similaridades do grupo 3 ja se igualaram as
similaridades do grupo 2, e as similaridades do grupo 2 também se igualaram as
similaridades do grupo 1. Isso demonstra a eficacia do uso de marcadores
moleculares ja na geracdo RC1 para selecéo das plantas com maior recuperacao
do genoma do parental recorrente.

Também na geracdo RC2 as similaridades genéticas com 0s genitores
recorrentes foram maiores nas populacfes cujas distancias genéticas entre 0s
parentais doadores e recorrentes eram menores, com correlacdo de -0,900358
(Tabela 5). A maior média de similaridade genética na geracao RC2 também foi
observada na populacdo do cruzamento PR1xPD1, com média de 98,64%.
Também na geracdo RC2, a menor média de similaridade foi observada no
cruzamento PR9xPD1, com média de 95,25% (Tabela 5).

Entre as cinco plantas de cada populacdo RC2 mais similares ao parental
recorrente, a meédia de similaridade foi 98,40%, considerando-se a média de
todas as populacdes (Tabela 6). No grupo 1 a média de similaridade das cinco
plantas selecionadas foi 98,95%, no grupo 2 foi 98,48% e no grupo 3 foi 97,77%.
Na geracdo RC1, entre as plantas selecionadas, as similaridades nos grupos 2
e 3 ja haviam sido estatisticamente iguais. Na geracao RC2, além dos grupos 2
e 3 nao diferirem entre si, as similaridades do grupo 2 também ndao diferiram das
similaridades do grupo 1.

Entre as plantas selecionadas, a maior e menor similaridade continuou
sendo nas populacdes dos cruzamentos PR1xPD1 (99,18%) e PR9xPD1
(97,37%) (Tabela 6). Mais uma vez, mesmo considerando apenas as cinco
plantas mais similares aos parentais recorrentes em cada populacdo, a
correlacédo entre a média de similaridade e as distancias genéticas originais entre

0s parentais de cada populacéo (-0,91702) foi elevada (Tabela 6).
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Considerando a similaridade com o parental recorrente parametro de
selecdo quando avaliamos todas as plantas de todas as populag¢des o grupo 1
com média acima de 98,0% poderia ser finalizado, porém quando utilizamos a
média de similaridade para as cinco plantas selecionadas para similaridade com
0 parental recorrente tanto o grupo 1 quanto o grupo 2 poderiam ser finalizados
ambos com mais de 98,0% de similaridade. Isso demonstra que a influéncia da
distancia genética inicial tem efeito no nimero de gera¢des de retrocruzamentos
necessarios para a finaliza¢éo no processo de introgressao.

Na geracdo RC3 a média da similaridade genética das plantas de todas
as populacdes RC3 com os genitores recorrentes foi de 98,61% (Tabela 7). Entre
as populacdes do grupo 1 a média de similaridade foi de 98,84%, no grupo 2 foi
de 98,60% e no grupo 3 foi de 98,39% (Tabela 7), sendo que as diferencas entre
estas médias ndo foram significativas.

Na geracdo RC3 a correlacdo entre as similaridades médias em cada
populacdo com o seu genitor recorrente e as distancias genéticas originais entre
os genitores foi de menor magnitude (-0,45451) e ndo significativa (Tabela 7). A
maior média de similaridade foi no cruzamento PR3xPD1 (99,22%) e a menor
meédia foi nos cruzamentos PR7xPD1 e PR8xPD1 (98,35%) (Tabela 7) e a
diferenca entre as médias de similaridade é de apenas 0,87 pontos percentuais.
Apés duas geracdes de retrocruzamento assistido por marcadores moleculares,
ja ndo ha mais influéncia significativa das distancias genéticas entre os genitores
das populacdes de retrocruzamento e as similaridades das plantas de cada
populacdo com o seu genitor recorrente.

Considerando-se as cinco plantas selecionadas em todas as populagoes,
a média de similaridade com os genitores recorrentes foi 99,44% (Tabela 8). No
grupo 1 a média de similaridade entre as cinco plantas mais similares foi 99,40%,
no grupo 2 foi 99,37% e no grupo 3 a média foi 99,55%. A diferenca entre a maior
e a menor meédia de similaridade entre as plantas selecionadas de cada grupo
foi de 0,18%, e ndo hé& diferenca estatistica entre estas médias.

A populagédo do cruzamento PR9xPD1, que tinha as plantas com menor
similaridade com os genitores recorrentes nas duas primeiras geracdes de RC,

na geracdo RC3 foi a que apresentou a maior similaridade (99,78%). A
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populacdo com menor média de similaridade apds trés geracdes de RC foi
PR6xPD1 (98,99%), do grupo 2 (Tabela 8).

Considerando-se a similaridade genética entre os genitores doador e
recorrentes, os trés grupos de populacdes de retrocruzamento apresentavam
diferencas entre si. Apdés uma geracdo de retrocruzamento, sem selecdo, as
meédias de similaridade genética continuaram diferentes entre os grupos. Ja na
primeira geracéo de retrocruzamento, apos a selec¢édo das plantas mais similares
aos genitores recorrentes em cada populagdo, os grupos 2 e 3 ja ndo
apresentaram diferencas significativas nas médias de similaridades com os
genitores recorrentes. ApOs trés geracdes de retrocruzamento e selecdo com
marcadores moleculares para a recuperacdo do genoma recorrente, todas as
populac6es apresentaram média de recuperacdo do genoma recorrente préximo
de 99%, ndo havendo mais nenhuma influéncia das distancias genéticas
originais na recuperacdo do genoma.

Na geragdo RC2, a média de similaridade das plantas selecionadas do
grupo 1 com os genitores recorrentes foi proxima de 99%, sendo que em todas
as populacbes foram obtidas plantas com mais de 99,22% de recuperacdo do
genoma recorrente. Uma vez que ja ha uma grande similaridade entre as plantas
selecionadas das populacées de RC com os genitores recorrentes, ndo ha mais
muito ganho em similaridade genética da geracdo RC2 para a geracdo RC3. Nas
trés populacdes desse grupo todas poderiam ser encerradas a introgressao na
geracdo RC2. Nos outros dois grupos, a terceira geracdo de RC aumentou a
similaridade com o0s genitores recorrentes, e era necessario ter sido realizada

Na avaliacdo da recuperacdo do genoma recorrente, foi observado que
apos trés geracdes de RC todas as populacbes apresentaram recuperacao do
genoma recorrente proximo de 99%, independentemente da distancia genética
entre 0s genitores doador e recorrente. Até mesmo na geracdo RC2 na maior
parte das populacbes houve plantas com recuperacdo do genoma recorrente
acima de 97% (Tabela 6).

Na avaliagcéo da recuperacéo do genoma recorrente considera-se apenas
as regides do genoma que contrastam entre os genomas dos genitores usados
no cruzamento inicial. No entanto, a avaliacdo da recuperacdo do genoma

recorrente sem considerar a similaridade genética com base na avaliacdo de
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todo o genoma, e ndo apenas nas regides contrastantes pode levar a erros de
interpretacéo, e o resultado do programa de RC pode n&o ser o esperado.

Considerando o exemplo de duas populagdes, em que a primeira a
distancia genética entre os parentais seja de 0,2 e na segunda a distancia
genética seja de 0,5, e considerando-se o genoma do milho, que tem em torno
de 1.700 cM, os genitores da primeira populacéo divergem em 340 cM, enquanto
gue os genitores da segunda populacao divergem em 850 cM. Quando a primeira
populacéo tiver recuperado 98% do genoma recorrente, tera recuperado 332,2
cM, restando ainda 6,8 cM do genitor doador nas plantas convertidas. Quando a
segunda populacdo tiver recuperado 98% do genoma recorrente, tera
recuperado 833 cM, restando ainda 17 cM do genitor doador nestas plantas, ou
2,5 vezes mais germoplasma do genitor doador do que na primeira populacéo.

Pelos resultados obtidos, a avaliacdo da similaridade genética entre as
plantas das populacdes de RC com o genitor recorrente oferece informacao mais
precisa para o gerenciamento dos programas de RC, e a definicdo do momento
de encerrar os ciclos de RC e finalizar as linhagens. Para isso, é necessario
utilizar um nimero de marcadores que amostre bem todo o genoma da espécie,
para que as similaridades genéticas sejam estimadas com elevada acuracia
Diante disso, os marcadores representam uma ferramenta importante para
detectar a recuperacdo do genoma do parental recorrente nas geracdes de
retrocruzamento (Bellon et.al., 2014).

A utilizacdo de genitores doadores geneticamente mais proximos dos
genitores recorrentes pode reduzir o numero de geracdes de RC necessarias
para recuperar a quantidade de genoma recorrente desejada, como € o caso das
populac6es do grupo 1 deste estudo. No entanto, com trés geragdes de RC, e
uso de marcadores moleculares em cada geracéo para selecionar as plantas
com maior proporgdo de genoma recorrente recuperado, o efeito da distancia
genética entre os parentais doadores e recorrente é anulada, e todas as
populacées conseguem chegar a similaridade genéticas proximas ou acima de
99%. Importante comentar que 0S marcadores representam ferramenta
importante para estimar a recuperacao do genoma do parental recorrente e que
ainda pode haver diferenca entre a linhagem convertida e sua versao original.

7

Diante disso, é importante manter procedimento de finalizacdo via técnicas
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convencionais de melhoramento antes de escolher a melhor verséo para cada
linhagem (Mumm e Walters, 2001; Mumm, 2013).
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Tabela 3. Similaridade genética entre parentais doadores e recorrente similaridades genéticas entre popula¢cdes da primeira
geracédo de retrocruzamento com o genitor recorrente, em nove populacdes de retrocruzamento e Correlacdo de Pearson / Teste
de Mantel, médias das geracdes RC1: Dist= Distancia Genética, Sim= Similaridade, Recup= Recuperacdo do genoma
recorrente de todas as plantas.

) Distancia No. Similaridade com Recorrente Recuperacao d_o Genoma Recorrente
Populagdo RCS  Gengtica  Plants  Meédia  D°SM0  Amplitude Media  pee Amplitude
Padréo Padréo
PR1XPD1 RC1 0,238 88 94,74% 1,04% 92,90% - 97,24%  78,93% 4,20% 71,30% - 89,77%
PR2XPD1 RC1 0,256 91 93,74% 1,22% 89,96% - 97,23%  77,57% 4,49% 63,92% - 90,50%
PR3XPD1 RC1 0,286 89 93,55% 1,17% 89,49% - 96,41%  78,96% 3,89% 64,92% - 88,08%
Média Grupol 0,260 89 94,01% a 78,49% ab
PR4XPD1 RC1 0,335 84 91,94% 1,74% 84,16% - 95,70%  77,12% 4,45% 66,67% - 87,41%
PR5XPD1 RC1 0,307 89 92,60% 1,44% 89,11%-96,11%  77,55% 4,45% 67,16% - 88,33%
PR6XPD1 RC1 0,309 80 92,49% 1,27% 89,16% - 95,59%  77,41% 3,91% 67,94% - 87,16%
Média Grupo2 0,317 84 92,34% b 77,36% b
PR7XPD1 RC1 0,452 86 90,00% 2,08% 86,71% -94,10%  79,07% 4,42% 70,77% - 87,37%
PR8XPD1 RC1 0,408 95 90,44% 2,03% 86,20% - 95,32%  78,28% 4,81% 66,35% - 89,30%
PRO9XPD1 RC1 0,499 95 89,86% 1,84% 84,78% -94,99%  79,74% 3,71% 69,33% - 90,17%
Média Grupo3 0,453 92 90,10% c 79,03% a
Média Geral 0,343 89 92,15% 78,29%
Correlacao Dist x Sim -0,97038**++
Correlacéo Dist x Recup 0,50354

Médias seguidas por letras iguais nas colunas nao diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
** * - Significativo a 1 e 5% de probabilidade pelo teste t
++, + - Significativo a 1 e 5% de probabilidade pelo teste de Mantel baseado em 5000 simulacdes
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Tabela 4. Similaridade genética entre as plantas selecionadas da primeira geracdo de retrocruzamento com o genitor recorrente,
em nove populagdes de retrocruzamento e Correlacao de Pearson / Teste de Mantel, médias das gera¢cdes RC1: Dist= Distancia
Genética, MedSel= Média das similaridades das cinco plantas selecionadas e RecSel= Média da recuperacao do
genomarecorrente das cinco plantas selecionas.

A Similaridade com Recorrente Recuperacdo do Genoma Recorrente
Populacéo RCs Dlstqnp 'a No. o Desvio : L Desvio .
Genética  Plants Média Padrio Amplitude Meédia 540 Amplitude
PR1XPD1 RC1 0,238 5 97,00% 0,19% 96,73% -97,24% 88,09%  1,00%  87,09% - 89,77%
PR2XPD1 RC1 0,256 5 96,34% 0,56% 95,89% - 97,23% 87,05%  2,04%  85,62% - 90,50%
PR3XPD1 RC1 0,286 5 95,91% 0,46% 95,26% - 96,41% 86,73%  1,38%  84,78% - 88,08%
Média Grupol 0,260 96,42% a 87,29% a
PR4XPD1 RC1 0,335 5 94,64% 0,64% 94,06% - 95,70% 84,92%  1,42%  83,91% - 87,41%
PR5XPD1 RC1 0,307 5 95,26% 0,54% 94,71%-96,11% 85,70%  1,65%  84,31% - 88,33%
PR6XPD1 RC1 0,309 5 95,05% 0,40% 94,57% -95,59% 8551%  1,15%  84,04% - 87,16%
Média Grupo2 0,317 94,98% b 85,38% b
PR7XPD1 RC1 0,452 5 93,59% 0,34% 93,23% - 94,10% 86,65% 0,50%  86,01% - 87,37%
PR8XPD1 RC1 0,408 5 94,67% 0,47% 94,26% - 95,32% 88,04% 0,88%  87,08% - 89,30%
PR9XPD1 RC1 0,499 5 93,50% 0,94% 92,75%-94,99% 87,85% 1,93%  85,56% - 90,17%
Média Grupo3 0,453 93,92% b 87,51% a
Média Geral 0,343 95,11% 86,73%
Correlacéo Dist x MedSel -0,94003**++
Correlacao Dist x RecSel 0,20791

Médias seguidas por letras iguais nas colunas nao diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
** * - Significativo a 1 e 5% de probabilidade pelo teste t
++, + - Significativo a 1 e 5% de probabilidade pelo teste de Mantel baseado em 5000 simulacdes
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Tabela 5. Similaridade genética entre parentais doadores e recorrente similaridades genéticas entre populacdes da segunda
geracédo de retrocruzamento com o genitor recorrente, em nove populacdes de retrocruzamento e Correlacdo de Pearson / Teste
de Mantel, médias das geracdes RC2: Dist= Distancia Genética, Sim= Similaridade, Recup= Recuperacdo do genoma
recorrente de todas as plantas.

Similaridade com Recorrente

Recuperacdo do Genoma Recorrente

~ Distancia No. : .
Populacéo RCS  Genética Plants Média F?:j:’;g Amplitude Média BSjX;Z Amplitude
PR1XPD1 RC2 0,238 30 98,64% 0,38% 98,07%-99,71%  94,48% 1,78%  90,37% - 98,81%
PR2XPD1 RC2 0,256 48 97,74% 0,68%  95,78% - 99,22%  91,70% 2,52% 83,85% - 97,12%
PR3XPD1 RC2 0,286 48 98,29% 0,53% 96,94% - 99,22%  94,54% 1,69% 90,19% - 97,41%
Média Grupol 0,260 42 98,22% a 93,57% a
PR4XPD1 RC2 0,335 41 97,04% 1,30% 93,08% - 98,81%  92,54% 2,89% 85,18% - 96,99%
PR5XPD1 RC2 0,307 31 97,29% 0,66%  95,76% - 98,45%  92,22% 2,08% 87,83% - 97,03%
PR6XPD1 RC2 0,309 46 96,89% 1,01% 94,32%-99,34%  90,82% 2,87% 84,19% - 98,06%
Média Grupo2 0,317 39 97,08% ab 91,86% a
PR7XPD1 RC2 0,452 26 96,65% 1,12% 94,81% -98,39%  93,29% 2,41% 89,39% - 96,81%
PR8XPD1 RC2 0,408 30 96,54% 0,92% 94,30% - 98,70%  92,49% 2,24%  87,18% - 97,72%
PR9XPD1 RC2 0,499 86 95,25% 2,50% 82,94%-98,97%  91,02% 3,57%  75,74% - 98,35%
Média Grupo3 0,453 47 96,14% b 92,27% a
Média Geral 0,343 43 97,15% 92,57%
Correlacao Dist x Sim -0,900358****
Correlacéo Dist x Recup -0,34507

Médias seguidas por letras iguais nas colunas nao diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
** * - Significativo a 1 e 5% de probabilidade pelo teste t
++, + - Significativo a 1 e 5% de probabilidade pelo teste de Mantel baseado em 5000 simulacdes
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Tabela 6. Similaridade genética entre as plantas selecionadas da segunda geragao de retrocruzamento com o genitor recorrente,
em nove populagdes de retrocruzamento e Correlacao de Pearson / Teste de Mantel, médias das geracdes RC2: Dist= Distancia
Genética, MedSel= Média das similaridades das cinco plantas selecionadas e RecSel= Média da recuperacdo do genoma
recorrente das cinco plantas selecionas.

Similaridade com Recorrente Recuperacao do Genoma Recorrente
Populacéo RCs D'Sté,n.c 'a No. o Desvio . Ly De0SVI :
Genética  Plants Média Padra Amplitude Média x Amplitude
adréo Padra
0
PR1XPD1 RC2 0,238 5 99,18% 0,31% 98,93%-99,71%  96,98%  1,04%  96,27% - 98,81%
PR2XPD1 RC2 0,256 5 98,74% 0,30% 98,45% - 99,22%  95,61% 0,89%  94,80% - 97,12%
PR3XPD1 RC2 0,286 5 98,93% 0,27%  93,08% - 99,22%  97,08%  0,28%  96,76% - 97,41%
Média Grupol 0,260 98,95% a 96,56% a
PR4XPD1 RC2 0,335 5 98,58% 0,19% 98,33%-98,81%  96,45% 0,41%  95,92% - 96,99%
PR5XPD1 RC2 0,307 5 98,24% 0,22% 97,87% -98,45%  9543% 1,16%  93,85% - 97,03%
PR6XPD1 RC2 0,309 5 98,63% 0,44%  98,22% -99,34%  96,10%  1,19%  94,89% - 98,06%
Média Grupo2 0,317 98,48% ab 96,00% a
PR7XPD1 RC2 0,452 5 98,10% 0,24% 97,82% -98,39%  96,26% 0,52%  95,67% - 96,81%
PR8XPD1 RC2 0,408 5 97,84% 0,53% 97,35%-98,70%  9593% 1,07%  94,95% - 97,72%
PR9XPD1 RC2 0,499 5 97,37% 0,71% 97,05% -98,97%  95,77%  1,45%  94,90% - 98,35%
Média Grupo3 0,453 97, 77% Db 95,99% a
Média Geral 0,343 98,40% 96,18%
Correlacéo Dist x MedSel -0,91702**+*
Correlacao Dist x RecSel -0.31262

Médias seguidas por letras iguais nas colunas nao diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
** % - Significativo a 1 e 5% de probabilidade pelo teste t
++, + - Significativo a 1 e 5% de probabilidade pelo teste de Mantel baseado em 5000 simulacdes
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Tabela 7. Similaridade genética entre parentais doadores e recorrente similaridades genéticas entre populacdes da terceira
geracéao de retrocruzamento com o genitor recorrente, em nove populacdes de retrocruzamento e Correlacdo de Pearson / Teste
de Mantel, médias das geracdes RC3: Dist= Distancia Genética, Sim= Similaridade, Recup= Recuperacdo do genoma recorrente

de todas as plantas.

Distancia

No.

Similaridade com Recorrente

Recuperacdo do Genoma Recorrente

Populago RCS Genética Plants  media eSO Amplitude Media  poct Amplitude
PR1XPD1 RC3 0,238 86 98,46% 0,35% 97,56% - 99,15% 95,52% 1,34%  91,71% - 98,28%
PR2XPD1 RC3 0,256 48 98,82% 0,46% 97,39% - 99,65% 97,24% 1,04%  94,60% - 99,14%
PR3XPD1 RC3 0,286 81 99,22% 0,66% 94,19% - 99,80% 97,93% 1,22%  90,79% - 99,73%
Média Grupol 0,260 72 98,84% a 96,90% a
PR4XPD1 RC3 0,335 80 98,38% 0,90% 93,76% - 99,72% 96,80% 1,69%  88,69% - 99,69%
PR5XPD1 RC3 0,307 85 99,04% 0,43% 96,86% - 99,83% 97,91% 0,83%  94,30% - 99,90%
PR6XPD1 RC3 0,309 99 98,38% 0,50% 95,83% - 99,11% 95,96% 1,35%  90,50% - 98,25%
Média Grupo2 0,317 88 98,60% a 96,89% a
PR7XPD1 RC3 0,452 79 98,35% 1,01% 92,89% - 99,70% 97,23% 1,69%  86,96% - 99,57%
PR8XPD1 RC3 0,408 82 98,35% 0,51% 97,20% - 99,49% 96,98% 0,97%  94,80% - 99,22%
PR9XPD1 RC3 0,499 78 98,48% 1,27% 92,34% - 99,91% 97,20% 2,03%  89,81% - 99,81%
Média Grupo3 0,453 80 98,39% a 97,14% a
Média Geral 0,343 80 98,61% 96,97%
Correlacao Dist x Sim -0,45451
Correlacao Dist x Recup 0.24366

Médias seguidas por letras iguais nas colunas nao diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
** * - Significativo a 1 e 5% de probabilidade pelo teste t
++, + - Significativo a 1 e 5% de probabilidade pelo teste de Mantel baseado em 5000 simulacdes
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Tabela 8. Similaridade genética entre as plantas selecionadas da terceira geracao de retrocruzamento com o genitor recorrente,
em nove populagdes de retrocruzamento e Correlacao de Pearson / Teste de Mantel, médias das gera¢des RC3: Dist= Distancia
Genética, MedSel= Média das similaridades das cinco plantas selecionadas e RecSel= Média da recuperacdo do genoma

recorrente das cinco plantas selecionas.

Similaridade com Recorrente

Recuperacao do Genoma Recorrente

. Distancia No. . .
Populago RCS Genética Plants  meda  DeSMO Amplitude Media  peoo Amplitude
PR1XPD1 RC3 0,238 5 99,09% 0,05%  99,03% - 99,15% 97,83% 0,34%  97,44% - 98,28%
PR2XPD1 RC3 0,256 5 99,40% 0,24%  99,00% - 99,65% 98,81% 0,20%  98,62% - 99,14%
PR3XPD1 RC3 0,286 5 99,69% 0,09%  99,59% - 99,80% 99,44% 0,17%  99,33% - 99,73%
Média Grupol 0,260 99,40% a 98,69% a
PR4XPD1 RC3 0,335 5 99,48% 0,20%  99,18% - 99,72% 99,05% 0,37%  98,80% - 99,69%
PR5XPD1 RC3 0,307 5 99,64% 0,11%  99,55% - 99,83% 99,31% 0,36%  99,04% - 99,90%
PR6XPD1 RC3 0,309 5 98,99% 0,13%  98,85% - 99,11% 97,96% 0,17%  97,86% - 98,25%
Média Grupo2 0,317 99,37% a 98,77% a
PR7XPD1 RC3 0,452 5 99,50% 0,14%  99,33% - 99,70% 99,35% 0,18%  99,12% - 99,57%
PR8XPD1 RC3 0,408 5 99,38% 0,12%  99,20% - 99,49% 98,97% 0,25%  98,56% - 99,22%
PR9XPD1 RC3 0,499 5 99,78% 0,08%  99,71% - 99,91% 99,55% 0,16%  99,43% - 99,83%
Média Grupo3 0,453 99,55% a 99,29% a
Média Geral 0,343 99,44% 98,92%
Correlacéo Dist x MedSel 0,47229
Correlacao Dist x RecSel 0,57665

Médias seguidas por letras iguais nas colunas nao diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
** * - Significativo a 1 e 5% de probabilidade pelo teste t
++, + - Significativo a 1 e 5% de probabilidade pelo teste de Mantel baseado em 5000 simulacdes
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5. CONCLUSAO

A avaliacdo da similaridade genética com maior nimero de marcadores
fornece informagdes mais relevantes para o gerenciamento dos programas de
RC do que a avaliacdo da recuperacdo do genoma recorrente utilizando apenas
marcadores polimérficos entre os parentais.

A utilizacdo de genitores doadores geneticamente mais proximos dos
genitores recorrentes ndo pode reduzir de trés para duas geracdes de RC para
a recuperacdo do genoma recorrente, em programas de retrocruzamento

assistido por marcadores moleculares.
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