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RESUMO

ORIOLO, F. K. M. Y. Genotipagem molecular de acessos da Cole¢cdo Mundial de Cana-
de-acucar e Gramineas Correlatas, com aplicacdes na obtencdo de variedades com
elevada concentracdo de biomassa e resisténcia a fatores bioticos e abioticos. Sdo Paulo,
SP. 2016. Dissertacdo (Mestrado em Sanidade, Seguranga Alimentar e Ambiental no

Agronegdcio).

O Brasil é o principal produtor mundial de cana-de-agucar, da qual séo extraidos
acucar e etanol. As variedades modernas de cana sdo hibridos interespecificos, com genoma
predominante de Saccharum officinarum. Com a necessidade de substituir combustiveis fosseis
por biocombustiveis, surgiu a demanda pela obtencdo de variedades de cana com perfil
bioenergético, visando producéo de etanol celul6sico, com cogeracgdo de energia. Esta pesquisa
objetivou caracterizar geneticamente, por meio de 230 marcadores moleculares
(microssatélites), 94 acessos do Banco de Germoplasma de Cana do Centro de Cana do Instituto
Agronémico de Campinas, a maioria deles provenientes da Cole¢cdo Mundial de Cana-de-
acucar e Gramineas Correlatas. Os acessos avaliados sdo representantes de espécies do
Complexo Saccharum, com destaque para a S. spontaneum, que apresenta elevado teor de fibras
e alelos de resisténcia/tolerancia a varias doencas e pragas € a estresse hidrico, caracteristicas
importantes para cana com perfil bioenergético. A partir da genotipagem, foram obtidos 0s
perfis moleculares de cada acesso. Observou-se que a variabilidade genética do material
estudado é relativamente elevada, sendo a estimativa da dissimilaridade genética média entre
acessos 0,67. A estimativa do Contetido de Informacéo de Polimorfismo na média entre os locos
foi de 0,886, enquanto a estimativa do Poder Discriminatorio médio dos mesmos foi 0,986.
Com apenas dois locos foi possivel diferenciar os 94 genotipos. Na anélise de agrupamento,
foram formados dez grupos de gendtipos, embora a divisdo entre eles ndo seja tdo clara, o que
foi confirmado pelos resultados da analise de coordenadas principais. Esse fato indica de que
0s gendtipos considerados nessa pesquisa parecem se configurar em um painel de cana energia.
Pesquisas adicionais serdo realizadas para avaliar o desempenho fenotipico desses acessos
guanto a caracteristicas relacionadas a biomassa e a resisténcia/tolerancia a estresses bidticos e

abioticos que, juntamente com os dados obtidos na presente pesquisa, permitirdo, por exemplo,
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estudos de mapeamento associativo e facilitardo a selecdo de genitores para realizagdo de
cruzamentos, visando obter de variedades de cana com perfil bioenergético.

PALAVRAS-CHAVE: Saccharum spp.. Microssatélites. Biomassa. Perfil molecular.



ABSTRACT

ORIOLO, F. K. M. Y. Molecular genotyping of accessions of the World Collection of
Sugarcane and Related Grasses, applied to the obtaining of high biomass varieties with
resistance/tolerance to biotic and abiotic factors. Sdo Paulo, SP. 2016. Dissertacao

(Mestrado em Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegacio).

Brazil is the world's first producer of sugarcane, from which sugar and ethanol
are extracted. The modern sugarcane varieties are interspecific hybrids, and most of their
genome came from Saccharum officinarum. As it is necessary to replace fossil fuels by biofuels,
there is a demand for sugarcane varieties with bioenergetic profile, aiming to produce cellulosic
ethanol with electrical energy cogeneration. This research aimed to genotype, by using 230
molecular markers (microsatellites), 94 accessions of the Sugarcane Germplasm Bank of the
Centro de Cana of the Instituto Agronémico de Campinas, most of them from the World
Collection of Sugarcane and Related Grasses. The evaluated accessions are representants of
Saccharum Complex species, and most of them are S. spontaneum, species that presents alleles
for high fiber content, and resistance/tolerance to several diseases, pests, and hydric stress,
important characteristics for cane with bioenergetic profile. Genotyping data provided the
molecular profile of each accession. The genetic variability observed among these genotypes is
relatively high, once the estimate of the genetic dissimilarity average among them was 0,67.
The Polymorphism Information Content estimate among loci was in average 0.886, while the
Discriminatory Power average among them was 0,986. Only two loci were enough to
differentiate the 94 genotypes. Ten groups of genotypes were obtained according to the cluster
analysis, but the clusters are not very well defined, what was confirmed by the results produced
from principal coordinate analysis. This fact indicates that the genotypes considered in this
research seem to compose an energy cane panel. Additional research will be conducted to
evaluate the phenotypic performance of these accessions, for traits related to biomass
production, as well as for resistance/tolerance to biotic and abiotic stresses. These phenotypic
data jointly considered with the data obtained in the present survey will allow the association
mapping analysis, and will facilitate the parents selection to produce new crosses, aiming the

obtaining of new cane varieties with bioenergetic profile.

KEYWORDS: Saccharum spp.. Microsatellites. Biomass. Fingerprint.
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1. INTRODUCAO

A cana-de-agUcar cultivada atualmente (Saccharum spp.) é um hibrido
interespecifico artificial, obtido pelo cruzamento entre as espécies S. officinarum e S.
spontaneum, podendo ter contribuicdes também em seu genoma de espécies como S. sinense,
S. barberi, entre outras. Originaria da regido do Sudeste Asiatico e Nova Guiné, a cultura foi
propagada pelo globo terrestre por meio de movimentos migratorios humanos, tendo sido
trazida ao Novo Mundo por Cristévao Colombo.

Atualmente, a cultura ocupa lugar de destaque no cenario do agronegdcio
brasileiro e internacional. De sua matéria-prima, sdo produzidos acucar, etanol, energia elétrica
resultante da queima do bagaco, cachaca, melaco, rapadura, além de ser utilizada in natura para
alimentacdo animal. O etanol produzido a partir da cana tem grande importancia, vindo a
atender, embora parcialmente, a necessidade mundial de substituicdo dos combustiveis fosseis
por biocombustiveis.

O Brasil se destaca no panorama econémico mundial como o maior produtor de
cana-de-acucar, de acucar e de etanol para 0 consumo interno e para exportacdo, sendo que
cerca de 55% da producdo canavieira concentra-se no Estado de S&o Paulo.

Tradicionalmente, os programas de melhoramento genético da cana-de-acgucar,
no Brasil e no mundo, visam a obtencdo de gendtipos altamente produtivos, com elevado teor
de sacarose e baixo teor de fibra, com bom perfilhnamento, resistentes as principais pragas e
doencas, entre outros, caracteristicas tipicas de S. officinarum, espécie cujo genoma predomina
nas cultivares e nas variedades comerciais. Tais objetivos tém sido satisfatoriamente atingidos,
tanto que é possivel verificar a elevacdo na producdo e na produtividade da cultura ao longo
das décadas.

No entanto, nos Gltimos anos, a demanda por cultivares com elevado teor de
biomassa também tem crescido. Plantas com perfil energético permitem o aumento na producéo
de etanol celulésico (de segunda geracdo), com cogeracdo de energia elétrica, favorecendo a
substituicdo de combustiveis fdésseis por biocombustivel derivado de fonte renovavel de
energia, que é menos poluente e impacta menos 0 meio ambiente. Para obter cultivares que
continuem sendo produtivas, mas que apresentem teores mais elevados de fibras, biomassa e
sejam resistentes a estresses bidticos e abidticos, é necessario buscar, em espécies selvagens do
género Saccharum e/ou de géneros correlatos, alelos favoraveis a essas caracteristicas.

O programa de melhoramento genético de cana (Programa Cana) do Centro de
Cana do Instituto Agrondmico de Campinas (IAC/APTA/SAASP) vem trabalhando na
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obtengédo de ambos os perfis de variedades de cana. Desde 2013, o Brasil, por meio do Centro
de Cana Do IAC, localizado em Ribeirdo Preto/SP, tem recebido e organizado a terceira réplica
da Colecdo Mundial de Cana-de-actcar e Gramineas Correlatas (CMCAGC), sendo que as
outras duas encontram-se em Coimbatore, na india, e em Canal Point, nos EUA. Até o
momento, foram trazidos de Miami cerca de 400 acessos do Complexo Saccharum, os quais
foram adicionados ao Banco de Germoplasma de Cana da Institui¢éo, que é composto também
por variedades comerciais, clones, introdugdes provenientes de Meringa/Australia da colecédo
do Bureau of Sugar Experiment Stations (BSES), entre outros. Respeitado o periodo de
quarentena, iniciou-se o0 processo de caracterizacdo de todos os gendtipos que vém sendo
recebidos pela institui¢do, visando facilitar o acesso, a manutengéo, a preservacéo e a utilizacéo
eficiente desses recursos genéticos no melhoramento da cana.

E nesse contexto que se insere a presente pesquisa, na qual foram caracterizados
94 acessos do Complexo Saccharum pertencentes 8 CMCAGC, por meio de marcadores
moleculares do tipo microssatélites (SSRs — Simple Sequence Repeats), permitindo estudar a
diversidade e a estrutura genética desses acessos. As informacgdes geradas por essas analises
serdo armazenadas no banco de dados do Centro de Cana e estardo disponiveis aos melhoristas,
podendo ser prontamente utilizadas tanto no estabelecimento de estratégias para conservacdo
do germoplasma, quanto nos programas de melhoramento, por exemplo, no direcionamento de
cruzamentos visando obtencdo de novos genotipos, de acordo com as necessidades do setor
canavieiro, no desenvolvimento de mapas genéticos, no mapeamento de QTLs, na selecdo
genbmica, entre outros.

Deve-se destacar que a maioria dos acessos avaliados neste trabalho pertence a
espeécie S. spontaneum, que apresenta caracteristicas como elevada quantidade de fibras e alelos
de resisténcia a doencas, pragas, estresse hidrico, entre outros, podendo ser utilizadas

especialmente no desenvolvimento de novas variedades com perfil energético.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVOS GERAIS

Esta pesquisa teve como objetivos gerais:

i) realizar, por meio de marcadores microssatélites, a caracterizacdo molecular
de 94 acessos do Complexo Saccharum, oriundos da terceira copia da CMCAGC, mantida no
Centro de Cana do IAC/APTA/SAASP;

i) com base na caracterizacdo molecular, estimar a diversidade genética contida
nesse conjunto de acessos, bem como 0 modo como a mesma se distribui entre 0os acessos
avaliados, de forma a obter, ainda que parcialmente, uma estimativa da estrutura genética da
referida colecéo;

iii) fornecer os perfis moleculares desses acessos para o0 banco de dados de perfil

molecular do Programa Cana - 1AC.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos deste estudo foram:

i) utilizar as informac0es obtidas sobre a diversidade e a estrutura genética desses
acessos no direcionamento de futuras hibridacdes, buscando combinagcbes promissoras entre
diferentes gendtipos, visando obtencdo de novas cultivares que atendam as demandas do
mercado sucroalcooleiro, especialmente no que se refere a cultivares com perfil energético;

ii) disponibilizar informagdes moleculares que, em associacdo a dados
fenotipicos a serem obtidos em fases posteriores, poderdo ser utilizadas para realizacdo de
mapeamento associativo desse material para caracteres de interesse, bem como estudar a
arquitetura geneética dessas caracteristicas e implementar a selecdo assistida por marcadores,
aumentando, desse modo, a eficiéncia no processo de melhoramento genético;

iii) Os perfis moleculares gerados serdo armazenados no banco de dados do
Centro de Cana, de maneira que essas informagdes que estejam prontamente disponiveis para
fins de conservacéo de variabilidade genética e uso da mesma nos programas de melhoramento
da cana. Além disso, com base nos perfis moleculares, é possivel identificar facilmente os
genotipos nas diversas fases do programa de melhoramento, evitando que sejam trocados ou

erroneamente classificados no decorrer do processo de avaliagao.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. IMPORTANCIA DA CANAVICULTURA

A canavicultura é de extrema importancia para o Brasil e para 0 mundo, gerando
matéria-prima principalmente para a produgao de aglcar e etanol. Essa cultura vem ganhando
cada vez mais destaque no panorama econdmico mundial, diante da necessidade emergente de
substituicdo de combustiveis fosseis por biocombustiveis, sendo estes menos poluentes e
obtidos a partir de fontes renovaveis de energia, caracteristicas que favorecem o meio ambiente
(LEITE & LEAL, 2007).

No processo de producdo de etanol, o bagaco gerado pode ser queimado,
produzindo energia elétrica, que tem sido empregada para o funcionamento das proprias usinas,
e cujo excedente pode ser vendido e utilizado pelo pais, trazendo como vantagem a reducgdo de
problemas ambientais e socioecondmicos (GOES, 2008; GERBENS-LEENES et al., 2009;
MORETTI, 2010). Conforme mencionado por UNICA (2016), o Sistema Unico de Sadde
(SUS) estima que, até 2030, o consumo de etanol combustivel se aproximara de 50 bilhdes de
litros, levando a diminuicdo do uso de combustiveis fésseis, com consequente reducdo de
problemas de salde, o que geraria economia de cerca de 23 bilhdes de dolares, que podem ser
aplicados ao setor de salde publica.

O uso de energia elétrica proveniente do bagaco da cana e o0 emprego do etanol
celulésico em substituicdo aos combustiveis fosseis sdo benéficos ao meio ambiente, como
salientado por Marconato & Santini (2008), contribuindo, portanto, para alterar favoravelmente
a matriz energética do pais.

Hoang et al. (2015) enfatizam o potencial da cultura da cana no que se refere a
producdo de biocombustiveis. Mencionam a necessidade de se obterem variedades de cana
melhoradas, cuja biomassa seja mais facilmente degradada, maximizando a conversdo da
mesma em biocombustiveis. Os autores salientam que, para tanto, € necessario entender a
genética dos caracteres relacionados a produgdo de biocombustivel na cana, que é um
organismo bastante complexo. Os autores ressaltam que a grande variagéo fenotipica existente
no germoplasma de Saccharum e a disponibilidade de ferramentas genémicas possibilitam a
avaliacdo dos caracteres associados a producdo de biocombustiveis, o estudo da base genética
relacionada a composi¢do da biomassa e o estabelecimento dos objetivos do melhoramento da
cana visando a producédo de biocombustiveis.
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O Brasil se destaca por ser 0 maior produtor mundial de cana, de aglcar e de
etanol, sendo que do estado de S&o Paulo provém cerca de 55% da producdo canavieira
nacional, destinada tanto ao consumo interno quanto a exportacdo (BRASIL, 2016).

O aumento de produtividade da cana no Brasil, no decorrer das décadas, €
visivel. Esse fato pode ser atribuido ao aprimoramento das técnicas de cultivo e tratos culturais,
mas destaque especial deve ser dado ao melhoramento genético da cana-de-aglcar que, no
decorrer do tempo, muito tem contribuido para elevar a produtividade da cultura, por meio da
obtencdo de cultivares altamente produtivas, com bom perfilhamento e capacidade de rebrota,
resistentes a pragas e a doencas, a estresses abioticos, e que sejam adaptadas as diferentes
regides produtoras do pais.

3.2. CANA-DE-ACUCAR

A cana-de-acucar (Saccharum spp.) pertence ao género Saccharum, tribo
Andropogonae, familia Poaceae, ordem Cyperales, classe Liliopsida, divisdo Magnoliophyta,
reino Plantae (CRONQUIST, 1981). Geralmente, sdo reconhecidas seis espécies como
integrantes do género Saccharum, sendo duas selvagens (S. spontaneum e S. robustum), e
quatro cultivadas (S. officinarum, S. barberi, S. sinense e S. edule) (HENRY, 2010; AITKEN
& MCNEIL, 2010). No entanto, Cheavegatti-Gianotto et al. (2011) mencionam que hé cerca de
35 a 40 espécies dentro desse género, refletindo a necessidade de revisdo taxondmica do
mesmo.

Cultivada em varias regides do mundo, visando producdo de acucar, foi
introduzida no ocidente ha mais ou menos 2000 anos, na época de Alexandre, o Grande (Grivet
et al., 2004). Nas Américas, a introducdo da cana-de-agucar ocorreu ha mais de quinhentos
anos, tendo sido atribuida a Cristovao Colombo (LANDELL & SILVA, 2004; HENRY, 2010).
Tratava-se da variedade Crioula (LANDELL & SILVA, 2004), a qual, de acordo com Bremer
(1932), resultou da hibridagdo natural interespecifica entre S. barberi e S. officinarum.
Transcorridos cerca de dois séculos e meio de cultivo apds a introducao da cana nas Américas,
a variedade Crioula foi substituida por variedades selecionadas a partir de S. officinarum, por
apresentarem maior teor de sacarose (LANDEL & SILVA, 2004). No entanto, S. officinarum é
suscetivel a muitas doencas e, por esse motivo, cruzamentos interespecificos entre S.
officinarum e outras espécies do género comecaram a ser realizados ao final do século XIX,
dando inicio ao melhoramento genético da cultura (D'HONT, 1996; LANDELL & SILVA,
2004).
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Segundo Grivet et al. (2004), os recursos genéticos relacionados a cultura podem
ser divididos em trés grupos: i) as cultivares tradicionais, que embora sejam pouco cultivadas
atualmente, sdo utilizadas como genitores das canas modernas; sdo clones originarios do
processo de domesticacdo e incluem as cultivares nobres (S. officinarum), as cultivares do
Norte da india e da China (S. barberi e S. sinense) e a espécie S. edule; ii) parentes selvagens
relacionados as cultivares tradicionais, provavelmente utilizados como genitores das cultivares
tradicionais. Esse grupo de espécies selvagens, que inclui S. spontaneum, S. robustum e espécies
dos demais géneros do Complexo Saccharum, pode ser utilizado como fonte de alelos de
interesse em programas de melhoramento genético; iii) cultivares modernas, que substituiram
as tradicionais durante o século vinte, tendo sido, em geral, obtidas a partir de vérios ciclos de
selecdo clonal de hibridos interespecificos entre S. officinarum e S. spontaneum.

Mukherjee (1957) reuniu os géneros Saccharum, Erianthus sect. Ripidium,
Narenga e Sclerostachya num conjunto, que denominou de Complexo Saccharum, ao qual, foi
adicionado, por Daniels & Daniels (1975), o género Miscanthus sect. Diandra. O Complexo
Saccharum, considerado como a base das canas modernas, foi estabelecido em funcdo da
ocorréncia de hibridos resultantes de cruzamentos ocorridos entre representantes dos géneros
contidos no grupo. Roach & Daniels (1987) mencionam que a evolucdo da cana-de-agucar
provavelmente resulta de combinagdes intergenéricas dentro do complexo. Contudo, estudos
baseados em citogenética molecular mostram que variedades modernas de cana apresentam em
seu genoma cromossomos provenientes de S. officinarum e S. spontaneum somente (D'HONT
et al., 1996; 1998; 2005; PIPERIDIS & D'HONT, 2001; PIPERIDIS et al.; 2010). Essas
divergéncias podem ser explicadas em funcdo dos diferentes niveis de variabilidade estudados.
Como relatado em Aitken & McNeil (2010), o Complexo Saccharum foi estabelecido a partir
de dados morfologicos de citogenética e de dispersdo geografica e tem sido aceito
especialmente pelos melhoristas de cana, mostrando-se Util, por exemplo, na classificagdo dos
acessos de germoplasma da CMCAGC. Porém, mencionam que resultados de estudos baseados
em dados moleculares, como os de Irvine (1999) e D'Hont et al. (2002), sugerem que o género
Saccharum seja composto somente por S. spontaneum e S. officinarum, sendo as demais
espécies tipoldgicas hibridos interespecificos entre S. spontaneum e S. officinarum. Como
mencionado em revisdo realizada por Grivet et al. (2004), € muito provavel que a cana-de-
acucar tenha evoluido de uma linhagem especifica do género Saccharum, de modo
independente das linhagens que levaram ao géneros Erianthus e Miscanthus.

S. officinarum é a principal espécie que contribui com o genoma das cultivares

comerciais de cana-de-acUcar. De modo geral, as plantas apresentam elevada concentracao de
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acucar e baixo teor de fibra (ALWALA & KIMBENG, 2010), mas séo suscetivelisa doencas
importantes da cana (LANDELL & SILVA, 2004). De acordo com Roach & Daniels (1987), o
centro de diversidade dessa espécie é na Nova Guiné, enquanto o centro de origem é incerto.
Daniels & Roach (1987) propuseram seis centros de origem para S. officinarum, sendo que o
mais provavel inclui as regides do sudoeste da Asia e da Nova Guiné (ROACH & DANIELS,
1987).

A segunda espécie que apresenta maior contribuicdo no genoma das canas
cultivadas atualmente é S. spontaneum. Trata-se de uma espécie selvagem, altamente
polimorfica, cujas plantas apresentam colmos ricos em fibras e baixo teor de sacarose, sendo
rasticas e tolerantes a estresses abidticos e biodticos, além de serem vigorosas e terem boa
capacidade de perfilhamento e rebrota (ROACH & DANIELS, 1987; AUSTRALIA
GOVERNMENT, 2004; SCARPARI & BEAUCLAIR, 2008). Segundo Roach & Daniels
(1987), muito provavelmente, a india é o centro de origem, bem como o centro de domesticagéo
dessa espécie.

Alwala & Kimbend (2010) mencionam que a cana-de-acUcar cultivada
atualmente (Saccharum spp.) é um organismo complexo, aneupoliploide, altamente
heterozigotico, que derivou da hibridacdo artificial interespecifica entre S. officinarum e S.
spontaneum. Os hibridos resultantes foram seguidas vezes retrocruzados com o ancestral
cultivado, para recuperar caracteristicas de interesse de S. officinarum, processo este que foi
denominado por Bremer (1961) de nobilizacdo da cana. De acordo com D'Hont et al. (1996),
cerca de 80% do genoma das variedades modernas de cana provém de S. officinarum, 10% de
S. spontaneum e 10% da recombinacédo entre eles. Segundo Matsuoka et al. (1999), espécies
como S. sinense, S. robustum e S. barberi também contribuiram, mas de modo menos
expressivo, na formacdo das variedades comerciais brasileiras, sendo as cultivares disponiveis
de cana-de-agUcar hibridos que se encontram entre a sexta e a décima geraces.

Segundo Arceneaux (1967), a base genética da cultura é estreita em virtude de
as variedades modernas de cana se originarem de poucos hibridos resultantes do cruzamento de
clones de S. spontaneum e S. officinarum. Contudo, apresenta nivel de divergéncia genética
relativamente alto, o que, provavelmente, deve-se ao elevado nivel de poliploidia da cultura
(AITKEN & MCNEIL, 2010). Em estudo recente sobre genoma de cana, Garcia et al. (2013)
verificaram que a ploidia das cultivares modernas pode variar de 6 a 14, sugerindo um cenario
mais complexo do que aquele que se conhece para a cana-de-agucar, influenciando diretamente

o nivel de diversidade genetica.
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Para contornar o problema da base genética estreita da cana, a introgressao, em
cultivares modernas, de alelos de interesse provenientes de outras espécies presentes no
complexo Saccharum é importante, pois, como salientado por Aitken & McNeil (2010), esse
procedimento leva a ampliacdo da variabilidade genética da cultura. Além disso, a ampliacéo
da variabilidade genética conduz a reducdo da vulnerabilidade dos canaviais a situacGes
desfavoraveis, como a presenga de um novo patégeno, ou de algum estresse abidtico ao qual a
cultura poderia ser suscetivel.

Os programas de melhoramento de cana-de-aclcar sempre tiveram como
objetivo principal obter variedades altamente produtivas, com alta concentracdo de sacarose,
bom perfilhamento e capacidade de rebrota, resisténcia/tolerancia as principais doengas, pragas,
e demais estresses bidticos e abioticos, caracteristicas importantes para a producéo de aglcar e
alcool. Resulta desse fato, a grande contribuicéo de S. officinarum na constituicdo do genoma
das variedades de cana comerciais, como destacado por Bremer (1961), Scarpari & Beauclair
(2008) e evidenciados nos estudos de D'Hont et al. (1996; 1998), entre outros.

Porém, nos ultimos anos, os programas de melhoramento genético de cana
também tém direcionado esfor¢cos na obtencdo de gendtipos que apresentem elevada
concentragdo de biomassa (LANDELL & BRESSIANI, 2008), visando produgdo de etanol
celulésico com cogeracdo de energia elétrica.

Nesse contexto, o Programa Cana do Centro de Cana do Instituto Agronémico
de Campinas (IAC/APTA/SAA-SP) tem investido na organizacdo de uma Colecdo Publica de
Germoplasma representativa do Complexo Saccharum. Atualmente, em seu acervo, o Centro
possui variedades comerciais, clones promissores e acessos de varias espécies do género
Saccharum e de géneros relacionados. Nos ultimos anos, centenas de acessos selvagens dos
géneros Saccharum, Miscanthus, Erianthus, entre outros, foram incorporados nessa colecéo,
uma vez que, em 2013, o Centro de Cana foi escolhido pela comunidade internacional como a
terceira instituicdo mantenedora da CMCAGC, sendo que as outras duas copias encontram-se
em Coimbatore (india), e em Canal Point (Estados Unidos). A partir de entdo, mais de 400
acessos desta colecédo foram trazidos para o Centro de Cana. Dezessete acessos de cana também
foram importados do BSES (Bureau of Sugar Experiment Stations), de Queensland, Austrélia.

Finalizado o periodo de quarentena dos acessos importados, que foram incorporados ao
Banco de Germoplasma do Centro de Cana, foi iniciado o processo de caracterizacdo dos
mesmos. Essa caracterizacdo € muito importante, pois além do objetivo de manter a
variabilidade genética de cana nesse banco de germoplasma, 0s acessos de espécies selvagens

podem ser utilizados pelos programas de melhoramento, visando transferir caracteristicas
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importantes para as cultivares modernas de cana, de modo a atender as demandas do setor
sucroalcooleiro. Assim como no caso das demais culturas, como mencionado por Que et al.
(2014), conhecer o germoplasma de cana ¢ a base para conservacao e uso no melhoramento.

Com base nesses conhecimentos, um dos usos mais importantes desse germoplasma
estaria voltado & demanda pela producéo de etanol celulosico, pela transferéncia de alelos de S.
spontaneum para as cultivares modernas de cana, com o objetivo de elevar a concentracdo de
fibras, de biomassa e de conferir resisténcia/tolerancia a estresses bioticos e abioticos a esses
gendtipos cultivados, produzindo variedades com perfil energético.

Ressalta-se ainda que a caracterizagdo do banco de germoplasma também permite o
estabelecimento de cole¢fes nucleares, as quais facilitam a conservagéo e 0 uso dos recursos
genéticos pelos programas de melhoramento. Tai & Miller (2001), por exemplo, avaliaram 342
acessos de Saccharum spontaneum presentes na CMCAGC. Utilizaram diferentes formas de
amostragem, avaliaram de caracteres quantitativos e consideraram informagdes sobre origem
geogréfica dos gendtipos, o que lhes permitiu, ao final do estudo, estabelecer uma colecéo
nuclear da espécie, composta por 75 acessos. Todd et al. (2014) também avaliaram caracteres
morfoldgicos visando estabelecer uma colecdo nuclear de espécies do género Saccharum e de
géneros relacionados, a partir da CMCAGR, situada em Miami. Foram selecionados 300
acessos para compor a colecdo nuclear, a qual apresenta, para 0s caracteres avaliados, indice de

diversidade similar ao da referida colecdo, sendo representativa da mesma.

3.3. USO DE MARCADORES MOLECULARES EM ESTUDOS DE DIVERSIDADE, COM
ENFOQUE EM CANA-DE-ACUCAR

O emprego de marcadores moleculares é de grande importancia nas diversas
areas de estudo relacionadas a genética e ao melhoramento, permitindo grandes avangos em
pesquisas dessa natureza. Estudos de diversidade genética das mais diferentes espécies, com
auxilio de marcadores moleculares, tém sido realizados com muito sucesso h& décadas e 0s
resultados vém auxiliando os pesquisadores a determinarem estratégias de conservacgao e uso
de recursos geneticos, a estabelecerem grupos heterdticos, a escolherem genitores para
realizacdo de hibridagdes, entre outros.

Pesquisas sobre diversidade genética, via marcadores moleculares aplicados a
cana-de-acgucar, vém sendo realizadas ha varios anos, gerando resultados importantes no que
diz respeito a historia evolutiva das espécies relacionadas a cana moderna e informacoes
valiosas para estabelecimento de estratégias de conservacao e uso de germoplasma da cultura.

Em revisdo, D'Hont & Glaszmann (2001) avaliaram que os marcadores moleculares sdo de
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grande utilidade no estudo de cana e espécies correlatas do Complexo Saccharum, podendo-se
citar, dentre outras, as seguintes aplicacdes: analise de estrutura genémica das cultivares
modernas por meio da técnica de GISH (Genomic In Situ Hibridization); mapeamento genetico
e mapeamento de QTLs (Quantitative Trait Loci); avaliacdo de diversidade entre cultivares e
estabelecimento de estratégias para uso do germoplasma; identificacdo de cultivares; controle
de progénies; monitoramento de introgresséo de alelos; selecdo assistida por marcadores.
Agarwal et al. (2008) realizaram revisdo detalhada sobre diversos tipos de marcadores
moleculares e suas aplicacdes em estudos de genética, a qual deve ser consultada para obtencédo
de detalhes sobre tais técnicas e suas aplicacdes. Sharma et al. (2014) salientam que a
caracterizacdo da diversidade genética baseada em marcadores moleculares € muito importante
para 0s melhoristas no desenvolvimento de programas de melhoramento genético. A seguir,
serdo relatados varios trabalhos na area de genética e melhoramento de cana-de-acucar, nos
quais os autores empregaram marcadores moleculares para estudar a diversidade genética, as
relages evolutivas, para obter perfis moleculares, etc., de taxa representantes do complexo
Saccharum.

Lu et al. (1994a) concluiram que os marcadores do tipo RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism) eram adequados para estudos da constituicdo gendmica das
variedades modernas de cana, cuja origem € interespecifica. Avaliaram 50 acessos de cana,
incluindo gendtipos selvagens e cultivares antigas, e usaram 1110 locos RFLPs para calcular a
similaridade genética entre acessos. A partir de analises multivariadas, observaram que as
espécies S. spontaneum, S. robustum e S. officinarum formaram trés grupos distintos, em
concordancia com classificagdo taxondmica classica e relacionaram a estrutura observada entre
clones de S. spontaneum com a origem geografica dos mesmos. Os resultados também
corroboram a teoria da origem secundaria de S. barberi e S. officinarum.

Ao aplicarem esse mesmo tipo de marcador para avaliar a diversidade genética
de 40 variedades cultivadas de cana-de-agucar, Lu et al. (1994b) observaram que tais variedades
cultivadas pareciam ser proximamente relacionadas aos clones de S. officinarum, enquanto o
principal componente de diversidade varietal parecia ser proveniente de genes de S.
spontaneum. Isso, provavelmente, deve-se ao fato de o genoma das variedades comerciais ser
predominantemente oriundo de S. officinarum e ao fato de S. spontaneum ser uma espécie que
apresenta elevada variabilidade genética, como relatado em outros estudos mencionados na
presente revisdo revisao. Lu et al. (1994b) obtiveram estimativa da similaridade média no valor
de 0,61, verificaram a existéncia de fraca estrutura global entre os acessos € mencionam que

tracos de desequilibrio de ligacdo observados podem ser atribuidos aos cromossomos de S.
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spontaneum presentes nas variedades. Ainda, sugeriram o uso de populagdes constituidas por
variedades modernas em estudos de associacdo entre caracteres agrondmicos e marcadores
moleculares.

D'Hont et al. (1995) utilizaram isoenzimas, DNA ribossémico, RFLPs e
hibridacdo in situ (GISH - genomic in situ hybridization) na caracterizagdo de oito hibridos
intergenéricos entre S. officinarum e E. arundinaceus. Encontraram bandas especificas de
RFLP para E. arundinaceus e, por meio da técnica GISH, puderam identificar a contribuicéao
de cada espécie nos hibridos e concluir que os marcadores moleculares podem auxiliar no
emprego do genoma de Erianthus no melhoramento genético da cana.

Besse et al. (1997) avaliaram, por meio de 112 marcadores RFLPs, 65 acessos
referentes a sete espécies do género Erianthus e 14 do género Saccharum (8 de S. spontaneum
e 6 de S. officinarum). A separacdo de acessos em funcdo da distribuicdo geogréafica foi
consistente com o nimero de cromossomos apresentado por eles, sendo que E. arundinaceus,
proveniente da Indonésia, divergiu de E. arundinaceus e E. procerus originarios da India,
enquanto E. bengalense ocupou posicdo intermediaria. Os autores ainda observaram maior
variabilidade genética dentro de S. spontaneum do que dentro de S. officinarum, em
consonancia com outros relatos na literatura.

Besse et al. (1998) utilizaram 276 marcadores AFLPs (Amplified Fragment
Length Polymorphism) no estudo da diversidade genética dentro e entre os géneros Saccharum,
Erianthus sect. Ripidium, com espécies originarias do Velho Mundo (Australasia, a leste da
linha de Wallace) e E. gigantum, espécie nativa da América do Norte. Consideraram 26 acessos
de E. gigantum, 14 de E. sect. Ripidium, 2 de S. officinarum e 4 de S. spontaneum. A partir das
estimativas de similaridade genética, realizaram analise de agrupamento, tendo encontrado trés
grandes grupos: i) grupo com espécies do género Saccharum, com dois subgrupos; ii) grupo
com individuos de cinco espécies de E. sect. Ripidium; iii) grupo com todos os acessos de E.
giganteus, subdividido em trés subgrupos, cuja estrutura genética correspondeu aos citotipos
dentro da espécie americana.

Jannoo et al. (1999) empregaram 386 marcadores RFLP para estudar 162 clones
de cana-de-acucar, sendo 109 cultivares modernas (hibridos interespecificos) e 53 acessos de
S. officinarum. Observaram maior diversidade entre os clones de S. officinarum oriundos da
Nova Guiné, em consonancia com a hipdtese de que este local corresponda ao centro de origem
da espécie. Os clones da Nova Caled6nia formaram um outro grupo, estando representado por
acessos que podem ter recebido introgressdes oriundas de espécies presentes no complexo

Saccharum. As cultivares modernas avaliadas foram subdivididas em dois grupos principais,
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sendo um com genotipos provenientes de Barbados, que ndo apresentam alelos de S.
spontaneum, e outro com acessos de Mauritius, os quais apresentam alelos oriundos de tal
especie.

Chen et al. (2001) utilizaram 145 marcadores RAPDs (Random Amplified
Polymorphic DNA) polimorficos para estudar a diversidade genética de 195 acessos de S.
spontaneum provenientes de varias regides geograficas da China e, adicionalmente, realizaram
analise filogenética entre os haplotipos. Verificaram que a topologia da arvore filogenética da
espécie corresponde a distribuicao geografica da mesma e a estimativa da variabilidade genética
interpopulacional (62,95%) foi superior a da intrapopulacional (37,05%) e, tanto a variacéo
como a diversidade genética das populagdes, concordam com o conhecimento prévio sobre a
distribuicdo geografica da espécie na China. Com base nesses resultados e em informacdes
arqueoldgicas e de colecBes de cana, 0s autores propuseram que a provincia de Yunnan seja o
centro de origem de S. spontaneum na China.

Ao utilizarem marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) para
estimar a diversidade genética entre 86 acessos de S. spontaneum na China, Fan et al. (2001)
observaram que 0s genotipos da regido de Yunnan apresentavam elevada diversidade genética
e que o polimorfismo se reduzia com o aumento da latitude e da altitude. Os acessos se
distribuiram em oito ecétipos diferentes e a arvore filogenética obtida mostrou-se associada a
distribuicdo geografica da espécie, parecendo haver indicacdo de que, em Yunnan, a espécie se
originou no sul e, posteriormente, dispersou-se para lugares mais elevados e com maiores
latitudes, no noroeste e nordeste da regido.

Nair et al. (2002), com uso de 25 marcadores RAPD, estimaram em 0,29 a
distancia genética média entre 28 importantes variedades indianas de cana, evidenciando a
similaridade gendmica entre elas. Em funcdo da limitada diversidade genética observada,
decorrente do nimero reduzido de genitores que deram origem ao painel estudado, os quais
provavelmente sdo aparentados entre si, 0s autores mencionam a necessidade de se
introduzirem novas fontes de genes no processo de obtencao de variedades. Verificaram que o
uso de informacdes sobre parentesco e a origem tropical ou subtropical das variedades pouco
auxiliaram na determinacdo dos agrupamentos.

No Brasil, o primeiro trabalho a utilizar marcadores moleculares para avaliar a
diversidade genética em cana-de-acUcar foi realizado por Lima et al. (2002). Os autores
compararam as estimativas do coeficiente de parentesco, obtidas a partir de dados de genealogia
dos acessos avaliados, e estimativas da similaridade genética (Jaccard) de 83 gen6tipos de cana-

de-agucar (79 cultivares - Saccharum spp., 1 acesso de S. sinense, 1 de S. barberi e 2 de S.
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officinarum). A partir de 1121 AFLPs polimorficos, verificaram que as estimativas de
similaridade genética variaram de 0,28 a 0,89, com média de 0,47, enquanto as do coeficiente
de parentesco variaram de 0 a 0,503, com média de 0,057. A correlacao entre as estimativas do
coeficiente de parentesco e da similaridade genética foi 0,42, altamente significativa.
Concluiram que os marcadores AFLPs possibilitaram obter estimativas com maior acuracia do
grau de parentesco entre cultivares de cana. O dendrograma produzido a partir das estimativas
de similaridade entre 0s acessos gerou varios subgrupos e indicou importante relacdo entre as
cultivares estudadas.

Parte desses acessos foi posteriormente analisado, por meio de outros tipos
marcadores, nos trabalhos de Pinto et al. (2004; 2006), Oliveira et al. (2009) e Marconi et al.
(2011), que serdo detalhados posteriormente. Alem disso, dos 83 acessos estudados por Lima
et al. (2002), 73 fazem parte do Painel Brasileiro de Variedades de Cana-de-Acucar (PBVCA),
o qual foi construido de modo a conter as cultivares mais plantadas nas lavouras comerciais do
Brasil, principais ancestrais e genitores usados em cruzamentos no pais, genitores utilizados em
populacdes de mapeamento genético e cultivares promissoras obtidas por programas nacionais
de melhoramento de cana (ROSA, 2011; SILVA, 2013). O painel é composto por 142 acessos
de cana (SILVA, 2013; GARCIA et al., 2013).

Cordeiro et al. (2000) utilizaram marcadores microssatélites (SSR — simple
sequence repeats) para analisar variedades cultivadas de cana e verificaram que tais marcadores
sdo de grande valia para estudos nas areas de genética e melhoramento da cultura, como anélises
de germoplasmas, selecéo de genitores, correta identificacdo de cultivares, selecdo assistida por
marcadores, entre outros. Salientam que os SSRs, além de serem reprodutiveis entre
laboratorios, sdo mais polimorficos que os AFLPs e os RFLPs (restriction fragment length
polymorphism), sendo também, como mencionado por Agarwal et al. (2008), que ha locos
microssatélites que apresentam especificidade a determinadas espécies.

Em 2001, Silva destacou que, por serem polimorficos e facilmente transferiveis,
0s EST-SSRs, localizados em sequéncias expressas do genoma, as EST (Expressed Sequence
Tag), seriam muito Uteis no estudo de espécies do género Saccharum. Ressaltou que o elevado
namero de SSRs provenientes do SUCEST (Sugarcane Expressed Sequence Tag Project) teria
grande potencial na construgcdo de mapas de ligacdo e no planejamento de cruzamentos.

Cordeiro et al. (2001) estudaram EST-SSRs de cana e observaram que tais
marcadores sdo transferiveis para outros géneros do complexo Saccharum, como Erianthus e
Sorghum. Verificaram que o nivel de polimorfismo néo foi alto entre as cultivares de cana, mas

foi elevado quando utilizaram um subgrupo de tais marcadores na avaliacdo dos genitores e
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acessos de Erianthus e Sorghum. Mencionaram que, diferentemente dos EST-SSRs, 0os SSRs
gendmicos apresentavam maior polimorfismo quando empregados na analise de cultivares de
cana, ndo sendo, porém, transferiveis para outros géneros.

Selvi et al. (2003) utilizaram microssatélites produzidos para milho para estudar
30 variedades comerciais de cana. De 34 primers de milho testados, 14 foram amplificados em
Saccharum e Erianthus, resultando em 41,2% de transferibilidade, sendo que 9 desses 14
fragmentos foram polimorficos em Saccharum e somente 4 em Erianthus. Observaram que foi
possivel diferenciar todas as variedades estudadas, confirmando o potencial desse tipo de
marcador na identificacdo varietal e construcao de perfis genotipicos em cana. Verificaram que
esses marcadores permitiram diferenciar espécies dos géneros Saccharum e Erianthus, bem
como as relacdes entre elas.

Ao estudarem 33 clones de S. spontaneum e duas cultivares de cana, com
emprego de marcadores RAPD, Pan et al. (2004) verificaram que as cultivares apresentaram
estimativa de similaridade genética maior (0,82) que as estimadas entre os pares de clones de
S. spontaneum, que variaram de 0,605 a 0,752. Foram formados nove grupos na andlise de
agrupamento, oito dos quais continham os clones de S. spontaneum, sendo que a alocacdo dos
clones dentro dos grupos foi independente da morfologia e da origem geografica dos mesmos.
O nono grupo foi formado apenas pelas duas variedades. Relataram que um Gnico primer de
marcador RAPD foi suficiente para distinguir todos os clones de S. spontaneum, com excecao
de um par de clones que, para ser distinto, foi necessario o uso de dois pares de primers. Além
disso, um produto de amplificacdo do primer OPA-11 mostrou-se como cultivar-especifico e
seu uso foi incorporado no programa de melhoramento de cana da Louisiana (USDA-ARS,
United States Department of Agriculture-Agricultural Research Service - Sugarcane Research
Unit at Houma), a qual pertence a colecdo de genotipos avaliados por Pan et al. (2004). Os
autores mencionam ainda que as informacgdes geradas podem auxiliar na conservacdo de
variabilidade genética da espécie.

Zhang et al. (2004) também utilizaram marcadores moleculares (RAPDs, Inter-
Single Sequence Repeated - ISSRs, e Internal Transcribed Spacer - ITSs) com a finalidade de
acessar a diversidade genética de Erianthus e S. officinarum, esclarecer a classificacdo
molecular de espécies relacionadas ao género Saccharum e caracterizar um hibrido
intergenérico entre Saccharum e Erianthus.

Com o intuito de avaliar o nivel de polimorfismo apresentado por marcadores
EST-SSRs em cana, Pinto et al. (2004) empregaram 30 marcadores desse tipo na analise de 18

dos 83 acessos previamente estudados por Lima et al. (2002), a saber: 13 clones comerciais de
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cana, 2 genitores de uma populagdo de mapeamento (SP80-180 e SP80-4966), 1 clone de S.
officinarum (1J76-314), 1 de S. barberi (Gandacheni) e 1 de S. sinense (Maneria). Dos 30 EST-
SSRs testados, vinte e trés mostraram-se polimarficos, com PIC médio estimado em 0,66. Os
autores também avaliaram o potencial desses marcadores na construcdo de mapas genéticos,
tendo como material de estudo os dois genitores supramencionados (SP 80-180; SP 80-4966) e
seis individuos F1 aleatoriamente amostrados de sua progénie. Cinquenta e duas marcas
exibiram segregacdo nos genitores e na progénie, tendo, portanto, potencial para uso no
mapeamento genético de cana. Adicionalmente, verificaram que os EST-SSRs estavam em
grupos com homologia em relacdo a proteinas associadas a via metabdlica da producédo de
acucar, podendo ser usados na construgio de mapa funcional de cana. E importante mencionar
que os 18 acessos estudados por Pinto et al. (2004) foram avaliados em pesquisas mais recentes,
com base em outros tipos de marcadores (PINTO et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2009;
MARCONI et al., 2011), ampliando o escopo do de tal estudo. Esses trabalhos serdo descritos
posteriormente nessa revisao.

Cai et al. (2005a) estudaram a relacdo de Erianthus rockii com outras dezesseis
espécies distribuidas entre os géneros Saccharum, Erianthus, Miscanthus, Narenga e
Sclerosthachya, todos componentes do complexo Saccharum. A espécie E. rockii € interessante
para programas de melhoramento genético da cana, uma vez que possui alelos de tolerancia ao
frio e ao estresse hidrico. Nesse estudo, utilizaram 176 AFLPs e 241 SSRs e, a partir dos
coeficientes de Jaccard, calculados entre os pares de individuos, realizaram analise de
componentes principais (Principal Compontent Analysis, PCA), uma para dados oriundos de
cada tipo de marcador. Os resultados obtidos a partir de ambas as analises de PCA foram
semelhantes e sugerem que E. rockii seja distinto das outras espécies de Erianthus estudadas,
bem como das demais espécies de Saccharum consideradas nesse estudo. E. rockii agrupou-se
com E. fulvus, M. sinensis e M. floridulus, formando um grupo intermediario entre 0s grupos
maiores formados por espéecies do género Saccharum e as demais espécies do género Erianthus
consideradas (E. arundinaceus, E. elephantinus, E. procerus, E. ravennae, E. sengalense e E.
sarpet).

Cai et al. (2005b) utilizaram marcadores 5S rRNA para verificar introgresséo de
alelos de E. arundinaceus, que tem caracteristicas importantes como boa rebrota, toleréncia a
estresse hidrico, vigor, resisténcia a doengas, etc., em Saccharum. Foi realizado o cruzamento
entre S. officinarum x E. arundinaceus e a progénie F1 foi obtida. Essa progénie foi retrocruzada
com um clone de Saccharum spp. resultando em individuos BCi. Os autores aplicaram 0s

marcadores 5S rRNA PCR para avaliar os individuos F1 e BCy, tendo sido confirmada a
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presenca de alelo de E. arundinaceus nas progénies. Segundo eles, esse foi o primeiro relato
em que se avaliou, por meio de marcadores moleculares, a ocorréncia de individuos BCj,
originarios de retrocruzamento entre um hibrido S. officinarum x E. arundinaceus e S. spp.
Afirmam que, com uso desse método, é possivel explorar alelos de interesse provenientes do
germoplasma de E. arundinaceus nos programas de melhoramento de cana.

Sheji et al. (2006) caracterizaram, molecularmente, 40 clones de S. spontaneum
provenientes de quatro regides geograficas da india, com base em 364 bandas polimorficas de
RAPD e 48 bandas polimérficas a partir de 2 locos ISSR e dois motivos da regido de telémero.
A estimativa média da diversidade genética foi de 48,9% e as estimativas da distancia genética
entre 0s acessos variaram de 29,8 a 60,0. Verificaram que 0s acessos provenientes da regido
Arunachal Pradesh eram mais divergentes entre si, constituindo-se em fontes potenciais de
variabilidade genética a serem exploradas por programas de melhoramento genético da cana.
Destacam que S. spontaneum é a espécie selvagem que apresentam maior diversidade no género
Saccharum e que o germoplasma dessa espécie, presente nas colecGes mundiais, representa
diversos grupos geogréaficos.

Aitken et al. (2006) analisaram 421 clones de cana cultivada por meio de
marcadores AFLP. Desses clones, 270 eram da espécie S. officinarum e 151 sdo cultivares
australianas ou genitores importantes para o programa de melhoramento de tal local. A partir
dos 614 locos polimorficos encontrados, obtiveram um dendrograma e verificaram que 0s
clones oriundos da Nova Guiné apresentaram maior diversidade que os clones originarios de
outras regibes, fato que esta em concordancia com a hipétese de que esta localidade seja o
centro de origem da espécie. Os clones do Hawai e de Fiji formaram um grupo separado, sendo
que, provavelmente, apresentam introgressdes de alelos provenientes de outros membros do
complexo Saccharum. Observaram também maior diversidade entre as cultivares em relacdo
aos clones, pois aquelas possuem introgressoes de alelos de S. spontaneum. Embora poucos
clones tenham sido usados como genitores das cultivares, os autores observaram que 90% dos
alelos presentes na colegdo de clones de S. officinarum também se encontram na colecéo de
cultivares.

Pinto et al. (2006) compararam o polimorfismo detectado por 51 EST-SSRs e 50
gSSRs (microssatelites gendmicos) nos mesmos 18 acessos de cana avaliados por Pinto et al.
(2004). Verificaram que, embora o polimorfismo acessado pelos gSSRs tenha sido maior, as
estimativas do poder de discriminagdo entre genotipos e das similaridades genéticas néo
diferiram entre os tipos de marcadores, tendo havido correlagdo alta e significativa entre as

similaridades genéticas estimadas pelos EST-SSRs e gSSRs e 0s dendrogramas produzidos por
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cada tipo de marcador apresentaram boa concordancia com as informac6es genealdgicas dos
fendtipos em estudo. Os autores concluiram que os EST-SSRs podem ser usados nas analises
das relacGes genéticas em cana, inclusive em nivel funcional, j& que tais marcadores sao
oriundos de sequéncias expressas no genoma.

Pan (2006) utilizou 221 marcadores SSR para caracterizar o germoplasma de
cana dos Estados Unidos. Avaliou cinco clones elites, dois provenientes do estado da Louisiana,
dois do estado da Fldérida e um quinto clone, utilizado como genitor em programas de
melhoramento dos dois estados. Encontrou 350 locos polimorficos e as estimativas do PIC
variaram entre 0,56 e 0,80. Verificou que varios desses marcadores foram altamente
polimérficos, sendo Uteis nas avaliagdes de germoplasma de cana, teste de identidade varietal,
analise de paternidade e confirmacédo de cruzamentos efetuados.

Alwala et al. (2006) utilizaram 529 bandas polimorficas de TRAP (Target
Region Amplification Polymorphism) relacionados aos caracteres teor de sacarose e tolerancia
ao frio e realizaram analises de agrupamento e de coordenadas principais (PCoA - Principal
Coordinate Analysis), para avaliar a diversidade e as inter-relagdes de 30 acessos provenientes
dos géneros Saccharum (S. officinarum, S. barberi, S. sinense, S. spontaneum, S. robustum,
cultivares derivadas de mutacbes e hibridos intergenéricos entre S. officinarum e S.
spontaneum), Miscanthus e Erianthus. Observaram que, de acordo com as analises
multivariadas, os trés géneros foram distintos, em concordancia com a classificacdo
taxonémica. Os acessos de S. spontaneum, com tolerancia ao frio e baixa sacarose, formaram
um grupo distinto dentro do agrupamento do género Saccharum, enquanto as demais espécies
ficaram misturadas dentro do grupo formado pelo género.

Suman et al. (2008) avaliaram 30 genotipos de cana, incluindo acessos de S.
officinarum, S. spontaneum, S. robustum, S. sinense, S. barberi, Miscanthus, Erianthus e
hibridos interespecificos, por meio de marcadores SRAPs (Sequence Related Amplified
Polymorphisms), os quais amplificam regides gendmicas ricas em genes. Observaram elevado
polimorfismo (1135 marcas polimdrficas) e relataram a presenga de 119 marcadores espécie-
especificos. As similaridades genéticas estimadas entre pares de acessos variaram de 0,60 a
0,96, com média de 0,79 e, de acordo com o dendrograma, 0s genoétipos se distribuiram em trés
grupos, um com os acessos de Miscanthus e Erianthus, outro com acessos de S. spontaneum e
0 terceiro com o0s demais acessos. Concluiram que os marcadores SRAP se constituem em
ferramenta robusta que pode ser usada tanto na construcao de mapas geneticos quanto a selecdo

assistida por marcadores, visando introgressao de genes em cana.
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Oliveira et al. (2009) testaram 342 marcadores EST-SSRs para analisar 18
variedades de cana, previamente estudadas por Pinto et al. (2004; 2006). Foram encontrados
224 marcadores polimorficos, dos quais, 82,1% sdo funcionais e apresentam elevada homologia
com genes conhecidos, tendo muita utilidade em estudos de mapeamento genético,
mapeamento de QTLs e de gendmica comparativa, por estarem localizados dentro de regides
funcionais do genoma. As estimativas de PIC variaram entre 0,16 e 0,94, com média de 0,73, e
as estimativas do poder discriminatério de cada grupo de EST-SSR foi elevada (em média,
0,84), atingindo valor maximo para 14 marcadores EST-SSRs, indicando a utilidade desses
marcadores em estudos de parentesco, constru¢do de mapas genéticos, entre outros.

Almeida et al. (2009) utilizaram 37 primers de ISSR para caracterizar,
molecularmente, 14 cultivares de cana fornecidas pelo Programa de Melhoramento Genético
da Cana-de-AcUcar de Alagoas, vinculado a RIDESA (Rede Inter Universitaria para o
Desenvolvimento do Setor Sucroenergético). Oito primers geraram fragmentos amplificados,
resultando em 53 polimorfismos, a partir dos quais foram estimadas as similaridades genéticas
entre as cultivares. Tais estimativas variaram de 22% a 77% e 0s autores verificaram que sete
primers seriam suficientes para distinguir todas as variedades estudadas e ressaltam a utilidade
desse tipo de marcador ndo s6 em andlises de diversidade genética, mas também na geracgdo de
padrbes genéticos (fingerprint) particulares a cada acesso, permitindo a facil identificacdo dos
mesmos.

Parida et al. (2009) geraram 1315 marcadores microssatélites (SSRs)
denominados SEGMS (Sugarcane Enriched Genomic Microsatellite), os quais foram
disponibilizados ao dominio publico. Ao utilizarem esses marcadores para estudar especies,
géneros e variedades de cana, estimaram o nivel de polimorfismo em 88,6% e taxa de
transferibilidade de 93,2% dentro do complexo Saccharum. As estimativas de diversidade
genética variaram de 0,16 a 0,82, com média de 0,44. De acordo com os autores, o alto nivel de
polimorfismo e de variabilidade genética sdo indicativos da utilidade desses marcadores em
estudos de genotipagem em cana.

Creste et al. (2010) compararam o uso de diferentes marcadores moleculares na
estimacdo das relacfes genéticas entre 82 clones e variedades de cana-de-agUcar. Foram
utilizados 4 primers de TRAP, desenhados a partir de genes candidatos relacionados com
resposta metabolica de tolerancia a seca, 10 primers de SSR e 5 primers de AFLP. Foram
observados 160 marcadores TRAP, 103 SSR e 145 AFLPs, resultando num total de 410 marcas
polimérficas. Para cada tipo de marcador, foi estimada a similaridade genética entre 0s acessos,

por meio do coeficiente de Jaccard, e os valores dessas estimativas foram 0,675, 0,655 e 0,522
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para AFLPs, TRAPs e SSRs, respectivamente. Os autores concluiram que a escolha do tipo de
marcador varia com a finalidade do estudo. No caso dos SSRs, por exemplo, mesmo com menor
numero de bandas polimorficas, foi possivel detectar maior divergéncia entre 0s genotipos
estudados.

Jackson et al. (2010) sumarizaram os resultados obtidos a partir de projeto
desenvolvido em colaboracdo pela China e pela Austrélia, com objetivo geral de utilizar
germoplasma selvagem de cana China em programas de melhoramento de ambos os paises. Um
dos focos do trabalho foi avaliar diversidade genética de acessos de S. spontaneum e de
Erianthus arundinaceus. Os autores utilizaram 676 marcadores AFLPs na genotipagem de 443
clones de S. spontaneum. Foi feita analise dos componentes principais, com base nos dados dos
marcadores, a qual indicou que os clones tendem a se reunir em dois grupos, um com genoétipos
de origem tropical, predominantemente oriundos do sul da india e do sudeste asiatico, e outro
subtropical, com a maioria dos acessos provenientes do norte da China e da india. Além disso,
o elevado polimorfismo detectado nesses clones, segundo os autores, da suporte a ideia de que
S. spontaneum € a espécie que apresenta maior diversidade dentro do seu género.

Jackson et al. (2010) também estudaram 220 clones da espécie Erianthus
arundinaceus e verificaram que os clones do norte da China apresentam maior diversidade que
os clones da Indonésia, havendo uma tendéncia de os clones da China se separarem em funcgéo
de seu local de origem (leste e oeste).

Singh et al. (2010) estudaram a variabilidade genética presente em 84 acessos de
cana, incluindo cultivares indianas e ndo indianas e as espécies S. barberi, S. officinarum e S.
spontaneum. Utilizaram marcadores moleculares, incluindo cDNASs derivados de SSRs de cana,
SSRs gendmicos e microssatélites unigénicos de cana. Os SSRs gendmicos exibiram menor
namero médio de alelos por loco e menores valores das estimativas de PIC, ao contrério do que
se observou no estudo de Pinto et al. (2006). Dentre os resultados, verificaram que 0s acessos
de S. spontaneum apresentaram numero maior de bandas que os de S. barberi.

Marconi et al. (2011) desenvolveram 365 marcadores EST-SSRs derivados do
SUCEST, dos quais 197 foram utilizados na avaliacdo dos 18 acessos de cana estudados
previamente por Lima et al. (2002), Pinto et al. (2004; 2006) e Oliveira et al. (2009). As
estimativas do PIC variaram de 0,21 a 0,92 entre os marcadores, com media de 0,69, enquanto
a estimativa do poder discriminatorio foi, em média, 0,80. Dentre os marcadores identificados
no estudo, alguns deles sdo de maior interesse por estarem associados a defesa contra bactérias,
ao processo de metabolismo de carboidratos e a geracdo de precursores de metabdlitos e

energia.



20

Visando obter informacgdes basicas sobre S. spontaneum, que vem sendo
utilizada em programas de melhoramento genético de cana e inclusive vem sendo testada na
obtencdo de cultivares com perfil bioenergético, Chang et al. (2012) analisaram 80 plantas
provenientes de nove diferentes populacfes chinesas dessa espécie. O nimero de plantas
coletadas por populacdo variou de 5 a 15 e o objetivo do trabalho foi verificar como a
variabilidade genética estava estruturada entre e dentro dessas populacdes. Para tanto,
utilizaram marcadores moleculares do tipo SRAP, obtendo 185 bandas polimorficas. As
estimativas dos indices de diversidade de Ney e de Shannon foram, respectivamente, 0,2801 e
0,4155. A estimativa de diversidade interpopulacional foi de 0,2088 e a do fluxo de genes foi
de 1,8944. Segundo os autores, houve predominio de diversidade intrapopulacional.

Shanthi et al. (2013) mencionam que os marcadores SSR sdo muito valiosos na
analise do genoma da cana, aumentando a eficacia dos programas de melhoramento baseados
em marcadores moleculares. SSR génicos sdo marcadores funcionais e estdo associados a
regides codificadoras do genoma, relativamente bem conservadas. Os autores identificaram e
utilizaram 21 pares de primers da familia de fatores de transcricdo WRKY (pronuncia-se worky)
e 10 proteinas de resisténcia a doencas para avaliar 24 clones de cana. Verificaram que 0s novos
marcadores SSRs génicos especificos podem auxiliar na identificacdo de QTLs e na selecdo
assistida por marcadores devido a associacao dessas marcas com regides funcionais do genoma
da cana.

Sharma et al. (2014) estudaram a diversidade genética de 40 gendtipos de cana
(34 Fis e 6 genitores), por meio de 22 marcadores SSRs. As estimativas do PIC, da
homozigosidade observada e da diversidade (Nei) dos locos individuais variaram,
respectivamente de 0,15 a 0,67, de 0 a 0,277 e de 0,129 a 0,473. A média estimada do indice
de informac&o de Shannon foi 0,524 e o indice de fixagdo variou de -0,074 a 1. Segundo 0s
autores, as informacGes sobre as relacGes e diversidade genética entre as cultivares, obtidas a
partir da analise de agrupamento, poderdo ser utilizadas na selecéo de genitores no programa
de melhoramento.

Que et al. (2014) utilizaram marcadores do tipo coédons de inicializagéo (ScoT -
Start Codon Target) para avaliar a diversidade genética entre 107 acessos de cana-de-agucar
pertencentes a uma colecdo local de germoplasma na China. As estimativas do contetdo de
informacdo de polimorfismo variaram de 0,783 a 0,907, com meédia de 0,861 e a analise de
agrupamento dividiu os acessos em seis grupos. A andlise de componentes principais separou
0S acessos em dois grandes grupos, o das canas domesticadas e 0 dos acessos introduzidos.

Ambos 0s grupos apresentaram subgrupos, coincidentes com as instituicbes de onde se
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originaram. As informagOes geradas podem ser utilizadas no manejo do germoplasma, na
construcdo de colegéo nuclear, etc.

Do exposto, fica evidente a importancia do emprego de marcadores moleculares
na avaliacdo de acessos de colecdes de cana-de-agucar, tanto para fins de conservacdo de
variabilidade genética, quanto para uso aplicado dos recursos genéticos em programas de
melhoramento da cultura. E nesse contexto que se insere a presente pesquisa, que Visa
caracterizar, por meio de marcadores SSRs, 94 gendtipos, a maioria deles de espécies selvagens
do Complexo Saccharum, pertencentes ao banco de germoplasma do Programa Cana do IAC.
Ressalte-se que a maior parte desses acessos avaliados é proveniente da CMCAGC, situada em
Miami, a qual, segundo Todd et al. (2014), embora contenha germoplasmas diversos e
potencialmente Uteis para programas de melhoramento, estd sendo subutilizada devido ao
conhecimento limitado das caracteristicas dos seus acessos.

Resumidamente, os SSRs sdo pequenos fragmentos de DNA, compostos por
motivos que contém de 1 a 6 pares de bases. Repetem-se sucessivamente (em tandem) no
genoma dos individuos e sdo flanqueados por sequéncias conservadas de DNA, a partir das
quais é possivel obter iniciadores (primers) especificos para que sejam amplificados por PCR
(Polimerase Chain Reaction) (Wang et al., 1994; Jarne & Lagoda, 1996; Powell et al., 1996;
Selkoe & Toonen, 2006; Kalia et al., 2011; Marconi et al., 2011).

Além do uso em estudos de diversidade genética, relacBes evolutivas, etc., 0s
SSRs tém sido empregados com sucesso em analises de parentesco e paternidade (CHAMBERS
& MACAVOY etal., 2000; XAVIER et al., 2014, etc.) e na obtencdo de perfis moleculares de
cultivares (JANNOO et al. 2001; PAN et al. 2003, MACCHERONI et al., 2007; PAN et al.,
2010). Destaque-se que o Programa Cana do IAC tem se utilizado desses marcadores para
obtencéo de perfis moleculares unicos (fingerprint) para identificar genotipos, realizar teste de
paternidade, confirmar cruzamentos realizados em cana, entre outros, sendo que todas essas
informacdes ficam armazenadas no banco de dados de perfis moleculares da instituicdo. Esse
fato também contribuiu para a escolha desse tipo de marcador para realizagcdo da presente
pesquisa, pois, com uso dos mesmos, sera possivel obter os perfis moleculares dos acessos
disponiveis, complementando as informagdes do banco de dados do Centro de Cana e
facilitando a manutencéo e o uso desse germoplasma no programa de melhoramento.

Ressalta-se ainda que existem muitos primers de SSRs desenvolvidos para o
genoma da cana (PAN, 2006) e, inclusive, varios deles localizados em regides expressas do
genoma (EST-SSRs) (PINTO et al., 2004; SINGH et al.,, 2008; OLIVEIRA et al., 2009;
MARCONI et al., 2011; SILVA et al., 2012), como mencionado anteriormente. Esses
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marcadores tém sido eficientes nos estudos de identificagéo de cultivares, como relatado Jannoo
et al. (2001), Cordeiro et al. (2000; 2003), Pan (2003 a, b), Chen et al. (2009), Pan (2010),
Pingwu et al. (2012), entre outros.

Nesse contexto, a presente pesquisa visou caracterizar os 94 acessos com base
em SSRs, bem como estabelecer os perfis moleculares dos mesmos e introduzir essas
informagdes no banco de dados de perfis moleculares do Centro de Cana do IAC, onde estaréo
disponiveis para uso dos melhoristas, buscando, desse modo, tornar mais eficiente o programa
de melhoramento genético e com isso, reduzir o tempo necessario para obtencdo de novas
variedades, trazendo beneficios socioecondmicos para o pais. Finalmente, deve-se mencionar
que, embora os marcadores SNPs (Single-Nucleotide Polymorphism) venham ganhando
destaque nos estudos com organismos poliploides como a cana, permitindo inclusive que a
dosagem dos alelos de cada loco seja determinada (GARCIA et al., 2013), na presente pesquisa,
optou-se por trabalhar com os marcadores moleculares do tipo microssatélites (SSRs). Além de
possuirem caracteristicas importantes para estudos de caracterizacdo de germoplasma, como
mencionado anteriormente, o uso de SSRs faz parte da rotina de analises do Centro de Cana do
IAC, no que diz respeito a estudos de variabilidade genética e de obtencdo dos perfis

moleculares dos acessos do Banco de Germoplasma de Cana do referido Instituto.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIAL

Como mencionado anteriormente, o Banco de Germoplasma de Cana do Centro
de Cana do IAC é composto por variedades comerciais, clones, introducées de diversas origens,
incluindo 17 introducdes provenientes de Meringa/Austrélia da colecdo do Bureau of Sugar
Experiment Stations (BSES) e cerca de 400 gendtipos da Colecdo Mundial de Cana-de-agucar
e Gramineas Correlatas (CMCAGC).

Na presente pesquisa, foram avaliados, por meio de marcadores microssatélites
(SSRs), 94 acessos de cana desse Banco de Germoplasma, a maioria deles oriundos da
CMCAGC (Tabela 1). A avaliacao desses acessos faz parte do processo de estabelecimento de
tal colecdo no pais, bem como do processo de caracterizacdo do banco de germoplasma da
instituicdo. Os genotipos avaliados sdo exemplares de espécies dos géneros Saccharum,
Erianthus e Miscanthus, todas pertencentes ao Complexo Saccharum. Como mencionado

previamente, nesta pesquisa, priorizou-se estudar a espécies S. spontaneum.

Tabela 1 - Lista dos acessos analisados, com numeros utilizados para identificacdo, nomes
comuns e respectivas classificagbes taxonémicas especificas. [Identificacbes obtidas no GRIN
- “Germplasm Resources Information Network” (http://www.ars-grin.gov)].

NUmero e nome do Espécie* NUmero e nome do Espécie*
acesso acesso

1 Dacca S. spontaneum 48 Ubadel Natal S. sinense

2 Djantoer 11 (2) S. spontaneum 49 S 66-097 S. spontaneum
3 Formosa 4 S. spontaneum 50 S66-105 S. spontaneum
4 Gugu S. spontaneum 51 Coimbatore X

5 Holesl S. spontaneum 52 SES 092 S. spontaneum
6 [A 3135 X 53 SES 184B S. spontaneum
7 1K 76-067 S. spontaneum 54 SES 090 S. spontaneum
8 IK 76-049 S. spontaneum 55 SES 208 S. spontaneum
9 IM76-232 S. robustum 56 SES 234 S. spontaneum
10 IN 84-009 X 57 Taiwanspont 072  S. spontaneum
11 IN 84-011 S. spp. 58 SES 323 S. spontaneum
12 IN 84-021 S. spp. 59 SES365 S. spontaneum
13 IN 84-089 S. spontaneum 60 Longchuan (Yunan) S. spontaneum



http://www.ars-grin.gov/

Tabela 1 - Continuacao

24

NUmero e nome do Espécie* NuUmero e nome do Espécie*
acesso acesso

1 Dacca S. spontaneum 48 Ubadel Natal S. sinense

14 1S 76-125 S. spontaneum 61 SH 301 S. spontaneum
15 IS 76-173 S. spontaneum 62 SLC 92-32 S. spontaneum
16 1S 76-192 S. spontaneum 63 SM 7916 S. spontaneum
17 1S 76-196 S. spontaneum 64 SLC 92-85 S. spontaneum
18 M Moentali S. spontaneum 65 SLC 92-98 S. spontaneum
19 P 57-150-4 Saccharum (hib.) |66 SLC 92-94 S. spontaneum
20 PCA SUR 84-01 X 67 Taiwanspont 064  S. spontaneum
21 PCA SUR 84-13 X 68 THA 83-171 S. spontaneum
22 Pin 84-001 X 69 PCA SUR 84-08 X

23 Ponape Wild Slender S. spontaneum 70 UM 69-015 S. spontaneum
24 PPGN 84-08 X 71 US 4633 S. spontaneum
25 Gehra-Bon S. spontaneum 72 S 66-084 S. spontaneum
26 PSOR 84-13 S. spontaneum 73 PCAV 84-20 S. spontaneum
27 S 66-084 S. spontaneum 74 SLC 92-82 S. spontaneum
28 1) 76-478 S. officinarum 75 SES 103 S. spontaneum
29 SES 033 S. spontaneum 76 PQ 84-09 X

30 SES 084/58 S. spontaneum 77 SES 295 S. spontaneum
31 IN 76-086 X 78 IND 81-170 S. spontaneum
32 SES 196 S. spontaneum 79 US78-519 S. spontaneum
33 SES197A S. spontaneum 80 SES 260 S. spontaneum
34 IN84-022 S. spp. 81 US 78-523 S. spontaneum
35 SES 297A S. spontaneum 82 IK 76-067 S. spontaneum
36 SES 308A S. spontaneum 83 SES 602 S. spontaneum
37 1S76-186 S. spontaneum 84 SES 288 E. arundinaceum
38 SES 367 S. spontaneum 85 US 56-016-01 S. spp.

39 SES519 S. spontaneum 86 US 78-518 S. spontaneum
40 MatnaShahj S. barberi 87 Yacheng #12 S. spontaneum
41 SLC 92-62 S. spontaneum 88 US 74-069 S. spp.

42 SLC 92-77 S. spontaneum 89 PAL 84-01 S. spontaneum
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Tabela 1 - Continuacao

NUmero e nome do Espécie* NUmero e nome do Espécie*

acesso acesso

43 Philippine Wild S. spontaneum 90 PCA SUR 84-03 S. spontaneum

44 SM 8136 X 91 PCVA84-13 X

45 Tainan 2n=96 S. spontaneum 92 1J76-358 E. arundinaceum

46 PQ 84-04 X 93 S spont #28 S. spontaneum

47 Tongza S. spontaneum 94 X-Miscanthus Miscanthus
(hibrido)

*A letra X indica que ndo foi encontrada informacéao sobre o acesso no GRIN.

4.2. METODOS
4.2.1. Coleta de material

Passado o periodo de quarentena, os 94 gendtipos considerados nesse estudo
foram propagados vegetativamente, a partir da brotacdo de gemas contidas em colmos de cana.
Os toletes foram plantados em vasos, evitando-se propagacdo de material selvagem e possivel
contaminacdo dos campos de cultivo.

No primeiro bimestre do ano de 2015, foi realizada a coleta de amostras de folhas
frescas e sadias desses acessos, as quais foram acondicionadas individualmente em tubos
Falcon. Tais tubos foram armazenados em caixa de isopor com gelo e conduzidos ao
Laboratério de Genetica Molecular do Centro de Cana do IAC, em Ribeirdo Preto, SP.

Cada uma dessas amostras, representando um dos 94 genétipos avaliados, foi
utilizada para realizacdo das analises moleculares, de acordo com procedimentos listados e

descritos a sequir.

4.2.2. Extragédo de DNA genémico

A extracdo do DNA gendmico total foi realizada de acordo com protocolo de Al
Janabi et al. (1999), a partir de cada amostra, contendo cerca de 300 mg de tecido foliar fresco
macerados em triturador (Tissuelyser, Quiagen). O DNA foi extraido usando o kit de extracdo
de DNAs da Sigma (GenElute Plant Genomic DNA, Miniprep Kit).

4.2.3. Quantificacdo do DNA genémico
O DNA genomico foi quantificado em gel de agarose a 0,8%, utilizando-se,

como padrdo, DNA do fago A, de quantidade conhecida. O procedimento de eletroforese foi
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realizado a 80 volts, por 30 minutos. Os géis foram corados com brometo de etideo, e
visualizados em luz ultravioleta em transluminador. Apo6s a quantificacdo do DNA estoque, 0s

mesmos foram diluidos a concentracdo de 10 ng.ml™,

4.2.4. Amplificacdo dos locos de microssatélites (SSRs) via PCR (“Polymerase Chain
Reaction”)

Doze pares de primers de microssatélites gendmicos desenvolvidos para cana,
disponiveis na literatura (MACCHERONI et al. 2007, OLIVEIRA et al. 2009, MARCONI et
al. 2011) foram utilizados nesta pesquisa.

As reacdes de amplificacdo se deram como descrito por Pinto et al. (2004),
porém, com modificacGes para anélise em genotipador de DNA 4300 da LiCor. As reagdes
foram conduzidas em um volume final de 15 pl contendo 25 ng de DNA, tampdo 1X (50 mM
KCl e 10 mM de Tris-HCL, pH 7,5); 0,1 mM de dNTPs; 2,0 mM de MgCly, 0,2 unidades de
Taq DNA Polimerase, 0,1 uM de cada par de primer (forward e reverse) marcados com
infravermelho (IR) nos comprimentos de 700 nm ou 800 nm. As reacgdes foram colocadas em
termociclador (My Termocylcer, BioRad), com passo inicial de desnaturacdo a 94 °C por 5
minutos seguido de 35 ciclos a 95 °C por 45 segundos, temperatura de anelamento especifica
para cada par de primer por 30 segundos e extensdo a 72 °C por 30 segundos, finalizando com
um ciclo a 72 °C por 1 minuto.

Os produtos de amplificacdo gerados apds reacdo de PRC marcadas com as
fluorescéncias IR700 e IR800 foram misturados e adicionados 2 uL de tampdo formamida 6X
da LiCor. Em seguida, procedeu-se a desnaturacio a 95 °C, por 5 minutos. Na sequéncia, as
amostras foram entdo separadas em gel de poliacrilamida desnaturante a 5%, no genotipador de
DNA 4300 da LiCor.

4.2.5. Genotipagem e estabelecimento dos perfis moleculares usando o Analisador de DNA
4300 da LiCor®

A analise do perfil de marcas por individuo foi feita com uso do programa
Saga™ (Automated AFLP Analysis Software) da Li-Cor® Biosciences, lembrando que, em
poliploides, sdo observadas véarias marcas em um individuo por par de primers SSR
considerado. O programa Saga™ fez a leitura do tamanho de cada marca (alelo) observada a
partir das imagens das anélises de eletroforese realizadas em gel de poliacrilamida, geradas no
final do processo, um painel, indicando a presenca (1) ou auséncia (0) de todos os alelos

discriminados, resultando no perfil molecular de cada individuo. A determinacdo do tamanho
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dos alelos (peso) foi realizada em comparacdo a padrdes de pesos moleculares conhecidos
(MWS — Molecular Weight Standard, ou “Ladder”, em pares de bases), avaliados nos géis de

poliacrilamida, juntamente com os individuos.

4.2.6. Analise de perfis moleculares

A leitura dos géis de marcadores SSRs ndo é 6bvia, por ser a cana-de-agucar é
um organismo poliploide complexo. Além disso, ndo é possivel determinar a dosagem dos
alelos em locos SSRs. Contudo, a genotipagem dos acessos de cana, com base nesse marcador,
tem sido realizada com sucesso por meio da anotacdo presenca (1), ou auséncia (0) do alelo
(banda) por loco. Desse modo, os perfis moleculares de cada genétipo sdo obtidos a partir da
combinacdo de informacdes oriundas das leituras dos geéis (presenca/auséncia das bandas) e
com auxilio de programas computacionais. Sendo os gendtipos diferentes entre si, espera-se
que os perfis moleculares dos mesmos também o sejam, permitindo, assim, a identificacdo de
cada genotipo por meio da analise de seu perfil.

Para que isso ocorra de modo eficiente, faz-se necessario que os locos
apresentem alto poder discriminatorio, sendo informativos na construcdo dos perfis
moleculares. Por esse motivo, apds a genotipagem, foram estimados o Contetido de Informacéo
de Polimorfismo (PIC,, Polymorphic Information Content) e o Poder Discriminatoério (P,) de
cada primers (k-ésimo loco), como realizado por Marconi (2011), entre outros. A estimativa do
PIC, foi obtida de acordo com Botstein et al. (1980):

PIC, =1—=X,pf — X1 Z?=1+1 Zpizpj2

em gue p; é a estimativa da frequéncia do i-ésimo alelo no loco k sob estudo e
i=12,...,n, sendo n 0 numero de alelos no loco. A estimativa de P, para 0 k-ésimo primers
foi obtida como em Tessier et al. (1999):

- _ipl(zvpl -1)
= N-—-1
em que N é o nimero total de individuos avaliados e p, € a frequéncia do [-ésimo

perfil observado no k-ésimo loco.

4.2.7. Analise de similaridade genética entre acessos estudados
A partir da matriz de dados binarios (zeros e uns) referente aos perfis

genotipicos, em que as linhas representam as marcas polimorficas e as colunas os diferentes
acessos obtiveram-se as matrizes de similaridade genética com base no indice de Jaccard
(SNEATH; SOKAL; 1973).
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4.2.8. Avaliacdo da acuracia das estimativas em fungdo do numero de locos utilizados
Para verificar se o numero de locos polimdérficos empregados na obtencdo da
matriz de similaridade genética foi suficiente para atingir um nivel de acuracia satisfatério, foi
utilizado o método de reamostragem bootstrap (EFRON & TIBISHIRANI, 1993), do mesmo
modo que em (Tivang et al., 1994; Halldén et al., 1994; Garcia et al., 2004, dentre outros). Para
tanto, a matriz com dados binarios dos 94 genotipos foi reamostrada, considerando diferentes
numeros de locos (bandas). Primeiramente, foram tomadas 1000 amostras bootstrap com todos
os locos. Em seguida, foram realizadas as reamostragens com reducdo amostral, ou seja,
variando o numero de locos, de modo que, para cada nimero de locos considerados (inclusive
para o numero de locos total), foram obtidas 1000 amostras bootstraps e calculadas, para cada
uma delas, novas matrizes de similaridade. Em seguida, com base nessas matrizes, foram
computados os valores do coeficiente de variacdo das medidas de similaridade para cada
tamanho amostral (nimero de locos). Nessa analise de reducdo amostral, foram considerados
diferentes tamanhos amostrais, que variaram em unidades entre si. Ajustou-se uma funcgéo
exponencial para estimar o niamero de locos necessarios para se obter valores de CV menores

ou iguais a 10%, considerados aceitavies no presente trabalho.

4.2.9. Analise da estrutura da variabilidade genética entre 0s acessos

A partir da matriz de similaridades genéticas, obteve-se sua matriz
complementar, ou seja, a matriz de dissimilaridade genética, a qual foi utilizada para realizacao
das analises multivariadas, que tiveram por finalidade verificar como os genoétipos estudados
relacionam-se entre si. Foi realizada analise de agrupamento, sendo o dendrograma gerado por
meio do método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Averages), e
também andlise de coordenadas principais (PCoA). Os procedimentos encontram-se
detalhadamente descritos em Sneath & Sokal (1973), Manly (1994), entre outros. Todas as

analises foram realizadas com emprego do programa R (R Core Team, 2016).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. RESULTADO DAS GENOTIPAGENS

A partir dos 12 pares de primers de marcadores SSRs utilizados, foram obtidas
236 marcas, das quais, apenas 6 (“SCB436 pair-0186”, “SCB436 pair-0168”, “SCB423 pair-
03007, “SCB423 pair-0296”, “CV37 pair-0169”, “CV38 pair-0200”’) foram monomorficas para
auséncia de banda (todos os individuos apresentaram auséncia dessas bandas), tendo sido
desconsideradas nas analises subsequentes por ndo serem informativas. Todos os locos foram
polimorficos, com numero de alelos informativos variando de 9 (loco CV60) a 28 (loco
SCB423), com média de 19,17 alelos por loco (Tabela 2).

Tabela 2 - Locos de microssatélites, com seus respectivos nimero de alelos, frequéncia dos
alelos mais e menos comuns por loco entre os individuos, nimero de alelos monomorficos,
estimativa do Contetdo de Informacéo de Polimorfismo (PIC,), nUmero de perfis por loco,
namero de individuos que apresentaram varia¢do no padrdo de bandas por loco, nimero de
perfis com auséncia de todos alelos do loco, niumero de perfis sem leitura (dados faltantes) e
estimativa do Poder Discriminatério do loco (Py).

LOCOS

SCB SCB SCB SCB Cv SCB Cv Cv Cv Ccv ¢Ccv cv
381 436 213 423 37 312 79 29 94 38 106 60

Numero de

alelos” 21 20(18) 19 30(28) 16(15) 23 26 20 13 27(26) 12 9
Frequéncia do

alelo menos

comum” 1 2 (0) 1 1(0) 1(0) 5 3 1 3 1(0) 5 3
Frequéncia do

alelo mais

comum 84 82 68 50 87 50 82 88 74 86 72 91
Frequéncia de

alelos

monomorficos 0 2 0 2 1 0 0 0 0 1 0 0
Estimativa do

PICk 0.8889 0.8812 0.9234 0.9306 0.8114 0.9433 0.9339 0.8929 0.8640 0.8997 0.8472 0.8099
N° de perfis 76 67 86 83 39 88 91 73 55 77 57 39
N° de individuos

(N 94 92 88 89 94 90 92 93 90 93 89 93
N° de perfis com

auséncia de

bandas® 1 0 0 1 6 2 0 1 2 3 0 0
N° de perfis

faltantes' 0 2 6 5 0 4 2 1 4 1 5 1
Y 0.9941 0.9878 0.9995 0.9977 0.9401 0.9995 0.9998 0.9911 0.9788 0.9918 0.9852  0.9715

“NUmero total de alelos e, entre parénteses, o niimero de alelos que exibiram variagdo entre os individuos; *Nimero
de individuos que apresentaram perfil polimérfico para os alelos no loco, no caso, presenca de pelo menos um
alelo por loco; Sperfis com auséncia de banda para todos os alelos do loco; 'perfil sem leitura (dados faltantes).
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Um exemplo da variagdo molecular pode ser vista entre parte dos individuos
analisados em gel, para o loco SCB381 (Figura 1). Nesse gel, hd 47 acessos e 2 padrdes de
DNA avaliados, sendo que cada coluna visualizada representa um desses 49 genotipos.
Observou-se numero relativamente elevado de alelos (bandas presentes/ausentes no gel) para

esse loco, revelando a variabilidade genética entre os individuos avaliados.

Figura 1 - Genotipagem de 47 individuos e dois padrfes para o loco SCB381 de
SSR.

O numero de vezes que um dado alelo esteve presente entre 0s 94 individuos
avaliados variou de 1 a 88. Por exemplo, considerando o loco CV29, observou-se que somente
o individuo representante do acesso PONAPE Wild Slender (S. spontaneum) apresentou a
banda referente ao alelo “CV29 pair-0170”, enquanto o alelo “CV29 pair-0091” nao esté
presente em apenas cinco dos acessos avaliados: trés de S. spontaneum (SH301, S66-105,
PCAV84-20 e PQ84-09), um de E. arundinaceus (1J76-358) e um (1J76-358), cuja classificacdo
é desconhecida no GRIN.

Alguns alelos ndo foram revelados para alguns individuos, resultando em dados
faltantes. Desse modo, para os locos SCB436, SCB213, SCB423, SCB312, CV79, CV29,
CV94, CV38, CV106 e CV60, o numero de perfis ndo identificaveis, chamados de perfis
faltantes, dentro de cada loco foi, respectivamente, 2, 6,5, 4, 2,1, 4, 1,5, 1. Assim, por exemplo,
ndo foi possivel realizar a leitura no gel para os acessos Gugu e SES197A (ambos S.
spontaneum) no loco SCB436, 0 mesmo acontecendo para 0 acesso SES308A (S. spontaneum)
no loco CV38. O acesso Gugu apresentou variagdo somente para os locos 423 e CV38, nédo
sendo identificavel de acordo com os locos SCB436, SCB213, SCB312, CV79, CV29, CV106
e CV60 e apresentou perfil com zeros para os locos SCB381, CV37 e CV94. Apenas para 0s
locos SCB381 e CV37 néo foi observado nenhum perfil faltante.

Alguns individuos também apresentaram perfis somente com auséncia das

bandas para um ou mais locos, ou seja, auséncia de bandas referentes a todos os alelos para o(s)



31

referido(s) loco(s). Como mencionado acima, o0 acesso Gugu apresentou esse tipo de perfil para
trés locos. Outro exemplo foi o hibrido de Miscanthus, para o loco CV37. N&o foram
encontrados perfis contendo somente auséncia de bandas para os locos SCB436, SCB213,
CV79, CV106 e CV60.

O numero minimo de individuos avaliados por loco variou de 88 (loco SCB213)
a 94 (locos SCB381 e CV37) e, desconsiderando os perfis faltantes por loco, os valores
estimados do PIC (conteudo de informacao de polimorfismo) variaram de 0,0208 (locos “CV37
pair-0164”, “CV37 pair-0144”, <381 pair-0241”) a 0,3750 (“CV106 pair-0157”), com média
geral estimada em 0,2237.

Os valores estimados do Contetdo de Informacdo de Polimorfismo (PIC)
variaram de 0,8099 (loco CV60) a 0,9433 (loco SCB312), com média de 0,8855, sendo
relativamente elevados quando comparados aos encontrados por Pinto et al. (2004; 2006),
Marconi et al. (2011) e Que et al. (2014), cujas estimativas da média de PIC foram,
respectivamente, 0,66, 0,73 (EST-SSR) e 0,82 (gSRR), 0,69 e 0,86. Isso indica que existe
elevada variabilidade genética presente entre esses acessos e que 0 conjunto de marcadores
utilizados foi eficiente em detecta-la.

As estimativas do Poder Discriminatério também foram bastante elevadas,
variando de 0,9401 (loco CV37) a 0,9998 (loco CV79), com média de 0.9864 entre locos. 1sso
indica que os primers utilizados foram muito eficientes na discriminagao entre os acessos. De
fato, o loco CV79 permitiu fazer a distincdo entre 91 dos 94 gendtipos avaliados, ndo tendo
sido possivel diferenciar os acessos SL92-62 e SL92-77, por apresentarem o mesmo perfil
molecular para esse loco, e Gugu, cujo perfil ndo foi obtido (dados faltantes). No entanto, ao
considerar o loco SCB423, juntamente com o CV79, foi possivel discriminar todos os 94 perfis.
Esses resultados indicam a eficiéncia elevada desse conjunto de marcadores em diferenciar tais
gendtipos, reiterando a utilidade dos mesmos no estabelecimento dos perfis moleculares
(fingerprints) dos acessos do banco de germoplasma de cana do IAC. Os dados gerados na
presente pesquisa serdo incorporados no banco de dados de perfis moleculares do Centro de
Cana do IAC e poderao ser prontamente utilizados tanto na manutengdo quanto no uso desses

recursos genéticos.

5.2. ANALISE DA SIMILARIDADE GENETICA
Com base na leitura dos géis (presenca/auséncia de bandas), foi gerada a matriz
binaria de zeros e uns, utilizadas para o calculo das similaridades entre genétipos. A partir dessa

matriz, foi verificado se 0 nimero de marcas foi suficiente para calcular as estimativas de
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similaridade genética com acurécia adequada. Considerando as 230 marcas polimorficas, a
estimativa da mediana das estimativas dos coeficientes de variagdo (CVs), calculados a partir
de 1000 amostras bootstrap da matriz de similaridade genética, foi inferior a 5,91% e, portanto,
dentro do limite recomendado na literatura (10%). Isso pode ser visualizado no grafico do
decaimento dos valores estimados do CVs, considerando 1000 reamostragens bootstrap,
realizadas com diferentes nimeros de marcas (Figura 2). Nota-se ainda que, para atingir tal
nivel de acuracia recomendado na literatura, cerca de 48 marcas polimorficas ja seriam

suficientes.
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Figura 2 - Curva dos coeficientes de variacdo para diferentes nimeros de marcas
consideradas.

Como supracitado, a partir da matriz binaria composta pelos perfis genotipicos
dos acessos, foram obtidas as estimativas de similaridade genética entre os pares de gendtipos,
de acordo com o indice de Jaccard, gerando, assim, uma matriz de similaridades entre os 94
individuos, a partir da qual foi obtida sua matriz complementar, que contém as dissimilaridades
genéticas entre genotipos.

A menor dissimilaridade genética (0,2031) foi encontrada entre os individuos
SLC 92-62 e SLC 92-77, ambos representantes das espécies S. spontaneum, acessos que

apresentaram perfis moleculares idénticos para o loco CV79, por exemplo. Por outro lado, as
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maiores dissimilaridades (1,0000) foram observadas entre 0 acesso Gugu e 0s gendtipos Pal 84-
01, SES 308A, SES 602, SLC 92-82 e US 78-519, também todos pertencentes a tal espécie. A
dissimilaridade média foi de 0,6788, indicando presenca expressiva de variabilidade genética
entre 0s acessos avaliados. Esse fato fica evidente ao comparar tal resultado com outros
disponiveis na literatura, como 0s mencionados a seguir. Valores semelhantes foram
encontrados por outros autores. Ao estudarem clones de S. officinarum, Lu et al. (1994b)
obtiveram estimativa da similaridade média no valor de 0,61. Lima et al. (2002) encontraram
estimativas de similaridade genética variando de 0,28 a 0,89, com média de 0,47. Sheji et al.
(2006) avaliaram 40 clones de S. spontaneum provenientes de quatro regiGes geograficas da
india e encontraram estimativa de distancia genética entre os acessos entre 29,8 e 60,0. Também
avaliando variedades indianas, Nair et al. (2002) estimaram a distancia genética média entre
variedades indianas de cana em 0,29. Pan et al. (2004) encontraram estimativas de similaridade
genética variando de 0,61 a 0,75 entre clones de S. spontaneum. Suman et al. (2008) avaliaram
genétipos do Complexo Saccharum e obtiveram estimativas de similaridades genéticas
variando de 0,60 a 0,96, com média de 0,79. Parida et al. (2009) encontraram, entre
representantes do complexo Saccharum, estimativas de diversidade genética entre 0,16 e 0,82,
com média de 0,44. As estimativas da similaridade genética entre clones e variedades de cana
avaliados por Creste et al. (2010) foi, em média, de 0,675, 0,655 e 0,522 com base me
marcadores AFLPs, TRAPs e SSRs, respectivamente.

Uma vez que a maioria dos acessos avaliados pertence a espécie S. spontaneum,
os resultados obtidos na presente pesquisa vém corroborar o fato que essa espécie apresenta
elevado nivel de variabilidade quando comparada com as demais espécies do Complexo
Saccharum, como mencionado por Lu et al. (1994b), Aitken et al. (2006), entre outros.

O elevado nivel de variabilidade observada entre os acessos estudados indica
gue os mesmos podem contribuir para ampliar a base genética das cultivares de cana. Além
disso, essa diversidade deve ser preservada no banco de germoplasma, podendo 0s acessos ser
utilizados como fonte de alelos de que venham a contribuir com o melhoramento de

caracteristicas de interesse.

5.3. ESTUDO DA ESTRUTURA DA VARIABILIDADE GENETICA
A partir da matriz de dissimilaridades genéticas, foi construido o dendrograma

(UPGMA), permitindo que as relacfes intergenotipicas contidas nessa matriz pudessem ser
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expressas visualmente (Figura 3). A estimativa da dissimilaridade média entre os acessos foi
tomada como ponto de corte para estabelecimento dos grupos.

Com base no dendrograma, observa-se a formacao de 10 grupos: G-I e formado
pela variedade Gugu, que € a mais divergente de todas as variedades. Trata-se de um acesso de
S. spontaneum, antigo e de origem africana; G-Il contém somente o hibrido de Miscanthus,
unico representante do género, o que vem a corroborar a classificagdo taxondémica que o
distingue dos representantes das outras espécies do Complexo Saccharum; G-I11 é composto
pela variedade SLC 92-82, sendo que todas as demais variedades SLC estdo alocadas no grupo
G-VII. De acordo com o GRIN, as variedades SLC consideradas nesse trabalho foram todas
doadas pelo Sri Lanka e, como a origem é semelhante (todas SLC, do Sri Lanka) ndo foi
encontrada explicacdo para o fato de somente a SLC 92-82 ter se destacado das demais. O grupo
G-1V foi formado por espécies distintas, mas todas enviadas ao GRIN pelo oriente: IS 76186
(S. spontaneum), vinda da Indonésia, Matna Shahj (S. barberi), proveniente da india, SES 197A
(S. spontaneum), vinda da india e SES 288 (E. arundinaceum) também vinda da india. O acesso
PAL 84-01 também foi bastante diferente dos demais, sendo o Unico componente do grupo G-
V. Trata-se de um exemplar de S. spontaneum, proveniente das Filipinas. O grupo G-VI é
formado por Pin 81-001 (S. spontaneum). No grupo G-VI1I, juntamente com as variedades SLC
que ndo foram alocadas no G-Il1, encontram-se outros acessos de S. spontaneum: Taiwan
spont. 72, enviada por Taiwan, possivelmente sendo um hibrido; SH-301, SES 602 e SES 103,
enviadas pela india; e US 78-523, enviada pelo Paquistdo. Os grupos G-VI111 e G-1X contém
somente variedades SES, todas de S. spontaneum, oriundas da india. No tltimo grupo (G-X),
encontram-se todos os demais acessos, incluindo o outro acesso de E. arundinaceum (1J 76-
358).
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Figura 3 - Dendrograma construido com método UPGMA, a partir das dissimilaridades genéticas entre pares de acessos, calculadas
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Embora tenham sido formados dez grupos considerando como ponto de corte a
estimativa de dissimilaridade média, eles ndo sdo compactos e a diferenciacdo entre eles nédo é
tdo evidente. Como a variabilidade genética é relativamente elevada (altos valores das
estimativas do PIC de cada loco) e esta dispersa entre 0s acessos, esse conjunto de genotipos
parece caracterizar um painel de cana que, por conter em sua maioria espécies cujas
caracteristicas que Ihes conferem perfil energético, pode ser considerado um painel inicial de
cana para bioenergia, bem como uma colecdo nuclear composta por acessos com esse tipo de
perfil. Um painel como esse tem muito valor em termos de recursos genéticos. A completa
caracterizagdo do mesmo, via avaliagdes fenotipicas, citogenéticas, com marcadores que
permitam realizar a dosagem de alelos por loco como em Serang et al. (2012), a realizagéo de
mapeamento associativo de caracteres de interesse para 0 melhoramento, etc. traria informacdes
muito importantes para o0 melhoramento genético da cultura, bem como para a manutencéo e
uso desse germoplasma.

Com base na analise de coordenadas principais (PCoA), realizada a partir da
matriz de dissimilaridade entre os acessos, vé-se padrdo mais ou menos semelhante ao
encontrado na andlise de agrupamento, pois 0s geno6tipos ndo se diferenciam claramente entre
si, exceto por alguns individuos que se destacam dos demais. Os dois primeiros autovetores
produzidos pela PCoA acumularam 10,23% da varia¢do contida nessa matriz. Verifica-se que
0s genotipos mais similares (SLC 92-62 e SLC 92-77) estdo praticamente sobrepostos no biplot
construido com esses dois vetores, e que alguns acessos mais divergentes se encontram
destacados no grafico, como no caso de Gugu e de SLC 92-82 (Figura 4). No entanto, o hibrido
de Miscanthus, que formou um grupo separado no dendrograma, estd agrupado com Varios

outros acessos no biplot.
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Figura 4 - Biplot com eixos 1 e 2 da Analise de Coordenadas Principais a
partir da matriz de dissimilaridade genética.

De modo geral, observa-se que os métodos utilizados foram adequados para
analisar a variabilidade genética desses acessos. Observa-se que existe consideravel
variabilidade genética entre eles, que pode ser aproveitada pelos programas de melhoramento
para ampliar a base genética da cana cultivada e para introduzir alelos que favorecam a
expressao de caracteristicas de interesse. Por ser composto por acessos de diferentes espécies
do Complexo Saccharum, com predominio de S. spontaneum, esse conjunto de genotipos deve
conter alelos que favoregcam a obtencdo de novas variedades com perfil energético, voltadas
para a producdo de etanol celulésico com cogeracdo de energia elétrica, além de alelos
relacionados a toleréncia/resisténcia a estresses bioticos e abidticos. A forma como a
variabilidade esta representada e estruturada nesse conjunto de genotipos sugere de que 0s
mesmos constituam um painel de cana de perfil energético, com grande valor em termos de
preservacdo de recursos genéticos e de uso no melhoramento da cana. Estudos adicionais sobre
esse painel, que pode inclusive ser ampliado, devem ser conduzidos, permitindo caracterizacdo
mais ampla do mesmo, visando estabelecimento de estratégias de conservagdo e uso da

variabilidade genética nele contida.
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6. CONCLUSOES

Os objetivos do trabalho puderam ser atendidos ao final do mesmo. Desse modo:

a) foram caracterizados 94 acessos do Complexo Saccharum, por meio de SSRs,
presentes no Banco de Germoplasma do Centro de Cana do IAC;

b) foi encontrada alta variabilidade genética relativamente elevada entre os
acessos e analise de agrupamento os alocou em dez grupos, ndo tdo claramente distintos. A
analise de PCoA também ndo revelou grupos evidentes. Desse modo, 0s acessos avaliados
podem ser considerados como um painel genotipos para cana com perfil energético e, como
uma colecdo nuclear, que pode ser empregada no estabelecimento de estratégias de conservacao
e uso desses recursos geneéticos;

c) os perfis moleculares dos acessos estudados e as informacdes obtidas nessa
pesquisa estdo disponiveis, podendo auxiliar na manutencéo e uso desse germoplasma. Poderéo
ser usadas, por exemplo, no direcionamento de hibridacdes, na identificacdo de genotipos nas
diversas fases do programa de melhoramento, entre outros;

d) é importante que a caracterizacao desse germoplasma, por meio de avaliagdes
fenotipicas, citogenéticas, com outros tipos mais informativos de marcadores moleculares, entre
outras, seja continuada. Com isso, sera possivel, futuramente, a realizacdo, por exemplo, de

mapeamento associativo de caracteristicas de interesse e inclusive, de sele¢do assistida, etc.
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