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Mapeamento genético de microssatélites funcionais de sorgo (EST-SSRs) em
cana-de-agucar

RESUMO - O genoma do sorgo tem sido utilizado como referéncia em estudos
de gendmica funcional e comparativa em cana-de-agucar. A utilizagdo do genoma do
sorgo, em estudos de mapeamento comparativo, tem contribuido para auxiliar a
deteccdo de QTL (locus de caracteres quantitativos) em cana-de-acucar. Marcadores
microssatélites de sorgo podem ser empregados no mapeamento comparativo com a
cana-de-agucar, assim como, o desenvolvimento de marcadores microssatélites a
partir de sequéncias ortélogas conservadas (COS - Conserved Orthologous
Sequences) podem servir de “marcadores ancoras” entre estas duas espécies. No
presente trabalho, marcadores microssatélites de sorgo foram incorporados em um
mapa prévio de ligagdo derivado do cruzamento entre o clone IACSP95-3018 e a
cultivar IACSP93-3046, ambos do Programa de Melhoramento Genético de Cana-de-
AcuUcar do Instituto Agrondmico de Campinas (IAC). Paralelamente, um conjunto de
marcadores microssatélites obtidos a partir da identificacdo de sequéncias expressas
ortélogas conservadas (COS) entre cana-de-agUcar e sorgo foram desenvolvidos e
avaliados quanto ao seu potencial de polimorfismo e mapeamento em cana-de-
acucar. Os marcadores obtidos também foram utilizados para identificar associacdes
putativas aos parametros de qualidade (Fibra% e Pol%Cana). Um total de 41 pares
de microssatélites COS-EST-SSRs foi desenhado, dos quais 34 produziram
amplicons em um grupo de 24 gendtipos de Saccharum e Sorghum. O numero de
alelos variou de 2 a 15 com valor médio de PIC (conteddo de informacao de
polimorfismo) de 0,71. Os 29 pares de primers de microssatélites de sorgo, juntamente
com os 41 pares de primers COS-EST-SSRs genotipados na populacdo de
mapeamento produziram um total de 120 marcadores polimorficos, dos quais 92
segregaram em dose Unica. Destes 92, 52 (56,5%) foram incorporados ao mapa
prévio originando 138 grupos de ligacdo agrupados em 12 grupos de homologia. A
maioria das associacdes entre marcadores e o caractere Pol%Cana detectadas por
meio da andlise de marcas simples foram de efeito positivo contribuindo para o
aumento deste caractere sendo apenas duas com contribuicdo negativa. De forma
geral, os marcadores derivados de sorgo foram promissores no mapeamento da
populacdo aqui apresentada.

Palavra-chave: colinearidade, genes ortélogos, mapeamento comparativo, marcador
molecular, microssatélites



Genetic mapping of sorghum functional microsatellites (EST-SSRs) markers in
sugarcane

ABSTRACT- Sorghum genome has been used as a reference in functional and
comparative genomics studies of sugarcane. The sorghum genome has aided to
colocalize QTL (quantitative trait locus) in sugarcane through comparative mapping
approach. Sorghum microsatellite markers, as well as, the development of
microsatellite markers derived from orthologous conserved sequences (COS) can
serve as "anchors markers" in comparative mapping between these two species. In
the present study, sorghum microsatellite markers were included in a previous map
derived from a bi-parental cross between a clone (IACSP95-3018) and a sugarcane
cultivar (IACSP93-3046) from the Instituto Agronémico de Campinas (IAC) sugarcane
breeding program. A set of microsatellite markers derived from conserved orthologous
(COS-EST-SSRs) sequences between sugarcane and sorghum was developed and
evaluated for their polymorphism and mapping potential in sugarcane. These markers
were also used to identify putative associations for sugarcane quality parameters
(fiber% and Pol% Cane). A total of 41 COS-EST-SSRs primer pairs was designed, of
which 34 produced amplicons in a group of 24 genotypes of Saccharum and Sorghum.
The number of alleles ranged from 2 to 15 with an PIC (polymorphism information
content) average value of 0.71. The 29 sorghum SSR primer pairs along with the 41
COS-EST-SSR primer pairs was genotyped in the mapping population and produced
a total of 120 polymorphic markers, of which 92 were single dose markers. Of these,
52 (56.5%) were added to the previous map generating 138 linkage groups grouped
into 12 homology groups. The majority of the single marker-trait associations detected
for Pol% Cane showed positive effects contributing to increase this trait (only two
showed negative contribution to Pol% Cane). In general, the sorghum derived markers
were promising in the genetic mapping of the bi-parental population evaluated.

Keyword: collinearity, orthologous genes, comparative mapping, molecular markers,
microsatellites
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molecular (10pb); LS-linhagem de sorgo; P1-genitor feminino
(IACSP95-3018); P2-genitor masculino (IACSP93-3046) e 54
individuos da populacédo de mapeamento............coeeeeeeeeeeevieeeeveiiinnnnn,

Mapa de ligacdo de cana-de-acucar integrado para a populacdo
derivada do cruzamento bi-parental entre os genitores IACSP95-
3018 e IACSP93-3046. Os numeros superiores referem-se ao grupo
de ligacdo (GL). Os numeros a esquerda sao as distancias em
centiMorgans (cM) entre os marcadores. Os nomes dos marcadores
estdo a direita, seguidos pela sigla D1 (presente no IACSP95-3018),
D2 (presente no IACSP93-3046) e C (presente em ambos os
genitores). Os GL foram reagrupados com base na presenca de
marcadores derivados de um mesmo loco de microssatélite (loco
definido pelo par de primers que flanqueia o microssatélite)
formando os grupos de homologia (GH)..........ccooeiii i

Alinhamento dos grupos de ligacao obtido a partir do cruzamento
entre IACSP95-3018 e IACSP93-3046 com 0 mapa consenso do
sorgo (http://sorgblast3.tamu.edu/linkage_groups.htm), MACE et al.
(2009). A identificacdo do locus da cana e do sorgo encontra-se a
direita do grupo de ligacdo de cada espécie. As linhas na diagonal
entre os grupos de ligacdo da cana e do sorgo indicam a posicéo

correspondente dO IOCUS........coiiiiiiiiiiiiii e
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INTRODUCAO GERAL



1 INTRODUCAO GERAL

Dentre os diferentes tipos de marcadores moleculares disponiveis para a
analise em plantas, marcadores do tipo microssatélites tem-se mostrado Uteis em
diversas aplicacdes, tanto na genética quanto no melhoramento, principalmente
devido a sua reprodutibilidade e abundancia no genoma. Estes marcadores
representam sequéncias repetitivas compostas por motivos (1 a 6 pares de bases)
repetidos lado a lado, e cujas sequéncias que o flanqueiam apresentam-se
conservadas a ponto de permitir o desenho de um par de iniciadores de sintese
especifica (primers) para a sua amplificacdo via reacdo em cadeia da polimerase
(Polimerase Chain Reaction).

Os Projetos de Sequenciamento das Etiquetas de Sequéncias Expressas
(ESTs) de culturas de importancia, tais como a cana-de-acUcar

(http://sucest.lad.dcc.unicamp.br/en/) e o sorgo (http://www.phytozome.net) tém

permitido o desenvolvimento de microssatélites de forma rapida e econdmica pela
simples mineracdo de sequéncias repetitivas nos bancos de dados. Tais
microssatélites por derivarem de ESTs sdo chamados de microssatélites funcionais
(EST-SSRs) e sdo considerados de grande utilidade para acessar a diversidade a
nivel de genes expressos em colecdes de germoplasma e também no mapeamento
genético, visto que o polimorfismo gerado permite o mapeamento direto de genes
expressos, 0s quais podem proporcionar a identificacdo de marcadores funcionais
associados a caracteristicas de interesse.

Os microssatélites derivados de sequéncias expressas (EST-SSRs)
apresentam uma maior transferibilidade entre espécies correlacionadas podendo ser
utilizados como marcadores ancoras no mapeamento comparativo (CABRERA et al.,
2009).

Os bancos de dados de sequéncias expressas também tém permitido o
desenvolvimento de marcadores microssatélites a partir de sequéncias ortélogas
conservadas (Conserved Orthologous Sequences-COS) entre espécies
correlacionadas. Os COS sao definidos como uma colecdo de genes de cOpia Unica
que sao ortélogos entre espécies (JEONG et al., 2014). Genes de coépias Unicas

possibilitam o desenvolvimento de marcadores universais (ancoras) ou 0os chamados


http://sucest.lad.dcc.unicamp.br/en/
http://www.phytozome.net/

Conserved Orthologous Markers. De acordo com esses autores, esses marcadores
provenientes de sequéncias ortélogas conservadas podem ser utilizados em estudos
de filogenia e mapeamento comparativo.

A cana-de-agucar pertence a tribo Andropogoneae, familia das gramineas, cuja
respectiva tribo, inclui também as gramineas tropicais e subtropicais, tais como os
cereais do género Sorghum e Zea. As cultivares atuais séao hibridos interespecificos
complexos de elevado nivel de ploidia (2n = 100 a 120 cromossomos) apresentando,
em alguns casos, aneuplodia com segregacao irregular (D’HONT et al., 1996;
PIPERIDIS et al.,, 2010; SOBHAKUMARI, 2013). A complexidade e o conteudo
cromossomo variavel do genoma da cana sdo as maiores preocupacdes no
procedimento de sequenciamento do genoma (DILLON et al., 2007).

A complexidade genbmica da cana-de-acucar dificulta os trabalhos de
mapeamento genético e a deteccao de caracteristicas de interesse agrondmico aos
programas de melhoramento, especialmente quando os mapas desenvolvidos sao
construidos utilizando-se cultivares comerciais como genitores. Segundo Le Cunff et
al. (2008) a otimizacdo de sistemas de marcadores moleculares contribui para
aumentar a eficiéncia no desenvolvimento de mapas genéticos de cana-de-agUcar e
sua utilizagcdo no mapeamento de QTL, o que pode proporcionar avan¢os em estudos
genéticos, gendmicos e aplicacdes nos programas de melhoramento genético
(JAMES et al., 2011).

Por outro lado, o sorgo é uma espécie dipldide (2n=20), com um genoma
relativamente pequeno e com uma vasta adaptagéo a ambientes severos e tolerancia
as condicdes de estresse bibticos e abibticos, o que contribui para que seja apontada
como uma importante cultura modelo (SINGH et al., 2013b). A utilizacdo do genoma
pequeno do sorgo como referéncia em estudos de mapeamento comparativo tem
contribuido para acelerar a analise do genoma da cana-de-acuUcar, principalmente em
relacdo a deteccdo de QTL relacionados a resisténcia a doengas (MCINTYRE et al.,
2005b) e parametros agroindustriais (JORDAN et al., 2004) obtidos através de
marcadores provenientes de sondas heterélogas em ensaios de RFLP (Restriction
fragment lenght polymorphism).

Nesse contexto, esse estudo apresenta o desenvolvimento de marcadores

microssatélites ortélogos conservados (COS-EST-SSRs) entre cana e sorgo bem



como o mapeamento destes COS-EST-SSRs e de EST-SSRs de sorgo em uma
populacdo de mapeamento genético de cana-de-acUcar do Programa Cana IAC. Para
0 nosso conhecimento, até o presente momento, ndo foram desenvolvidos
marcadores microssatélites ortélogos conservados derivados de sequéncias

expressas (COS-EST-SSRs) entre cana-de-agucar e sorgo.
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5 CONCLUSAO

A quantidade de grupos de ligacdo com baixo niumero de marcadores reforca a
necessidade de uma maior cobertura do mapa de ligacado do cruzamento bi-parental
agui apresentado.

Os marcadores ortologos conservados (COS-EST-SSRs) entre cana-de-acucar
e sorgo aqui desenvolvidos podem ser utilizados no mapeamento genético da cana-
de-acucar visando estudos de mapeamento comparativo com o sorgo.

Os marcadores COS-EST-SSRs poderéo ser integrados a mapas genéticos de
referéncia, contribuindo para aumentar a quantidade de informac&es disponiveis para

cana-de-acucar e outras espécies relacionadas.
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