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IDENTIFICACAO DE MARCADORES MOLECULARES RELACIONADOS A
SEVERIDADE DE SINTOMAS DA FERRUGEM MARROM EM PAINEL
ASSOCIATIVO DE CANA-DE-ACUCAR (Saccharum spp.)

RESUMO - Associacfes entre marcadores moleculares e caracteres
agrondmicos importantes constituem uma ferramenta valiosa em programas de
melhoramento, uma vez que podem identificar individuos superiores, ainda em fases
juvenis, e, consequentemente, acelerar o processo de desenvolvimento de cultivares.
Neste contexto, este trabalho teve por finalidade estabelecer associacbes entre
marcadores moleculares (AFLP e SSR) e resisténcia e/ou suscetibilidade a ferrugem
marrom (Puccinia melanocephala) da cana-de-acgucar, por meio da abordagem de
mapeamento associativo. Os dados fenotipicos foram obtidos de experimentos
conduzidos em Ribeirdo Preto, durante marco de 2010 e janeiro de 2012, em
delineamento de blocos casualizados completos, DBC, com trés repeticdes. Oitenta e
trés gendtipos de cana-de-acgucar, incluindo cultivares comerciais e clones IAC, foram
avaliados quanto a resisténcia a ferrugem marrom, sob condi¢des de infecgédo natural.
As plantas foram fenotipadas aos 10 meses ap0s o plantio e 7 meses ap0s 0 primeiro
corte. A maioria dos genadtipos avaliados (>71%) apresentou reacdo de resisténcia a
ferrugem marrom; sendo o ciclo de cana-planta mais suscetivel ao ataque do fungo do
gue a soqueira. A resisténcia a ferrugem marrom apresentou elevada herdabilidade,
superior a 0,7. O painel associativo foi caracterizado com 79 pares de primer SSR e 20
combinagfes de AFLP, os quais detectaram 1015 marcas polimorficas. Os marcadores
SCC60.8, SCA31.3, M56/E35 e M56/E37 foram correlacionados a suscetibilidade,
enquanto SCB14.9 e M56/E33, ligados a resisténcia a ferrugem marrom. O efeito
individual das marcas oscilou entre -0.37 (R?*= 0.05) e 0.24 (R? = 0.08). Os marcadores
moleculares associados a severidade a ferrugem marrom serdo validados, visando
explora-los dentro do programa de melhoramento genético para identificar materiais
resistentes ou mesmo eliminar alelos desfavoraveis, e, assim, acelerar os ganhos

genéticos.
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IDENTIFICATION OF MOLECULAR MARKERS ASSOCIATED TO SYMPTOMS
SEVERITY OF BROWN RUST IN SUGARCANE ASSOCIATION MAPPING PANEL

(Saccharum spp.)

SUMMARY - Associations between markers and agriculturally important traits are
a valuable tool for breeding programs, since they can identify superior individuals still in
the initial developmental stages, and thus accelerate the cultivars development. In this
context, the work aimed to establish associations between molecular markers (AFLP
and SSR) and resistance and/or susceptibility to brown rust (Puccinia melanocephala) in
sugarcane, using association mapping approach. The phenotypic data were obtained
from field trials in Ribeirdo Preto, during March 2010 and January 2012 in a randomized
complete block design, DBC, with three replications. Eighty-three sugarcane genotypes,
including commercial cultivars and IAC clones, were evaluated for resistance to brown
rust under natural infection. The plants were phenotyped at 10 months after planting and
7 months after the first cut. Most of the evaluated genotypes (>71%) presented rust
resistance reaction, with the plant cane crop cycle more susceptible to the fungus attack
than the rattoon cane. Brown rust resistance showed high heritability, greater than 0,7.
The whole panel was genotyped with 79 SSR primer pairs and 20 AFLP primer
combinations, resulting in 1015 polymorphic markers. Markers SCC60.8, SCA31.3,
M56/E35 and M56/E37 were correlated with susceptibility, while SCB14.9 and M56/E33
were associated to brown rust resistance. The individual marker effect ranged from -0.37
(R? = 0.05) to 0.24 (R? = 0.08). The molecular markers associated with the severity of
brown rust should be validated, to be exploited in the breeding program to identify
resistant materials or even eliminate unfavorable alleles, and thus accelerate the genetic

gain.

Keywords: AFLP, fungus, association mapping, polyploid, SSR



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

Introducéo

A cultura de cana-de-acucar € um dos principais cultivos no Brasil, com destaque
para a producdo de agucar e etanol, sendo ainda utilizada na geracdo de energia
elétrica e como boa alternativa na alimentagdo animal (DINARDO-MIRANDA et al.,
2008).

Cultivares de cana-de-aglUcar sdo organismos polipléides, com frequiente
aneuploidia, caracteristicas que contribuem para a complexidade genética desta cultura,
restringindo a identificacdo de locos responsaveis pelo controle de caracteristicas
complexas de interesse agrondmico (OLIVEIRA et al., 2009).

O mapeamento associativo € uma metodologia recente para estabelecer
associagoes entre polimorfismo genético e variacdo fenotipica em plantas e tem obtido
sucesso na identificacdo de genes envolvidos em caracteristicas importantes com
florescimento, producéo, tamanho de gréos e resisténcia a doencas (THORNSBERRY
et al., 2001; BRESEGHELLO & SORRELLS, 2006a; WEI et al., 2006; AGRAMA et al.,
2007).

Entre os problemas fitossanitarios, a ferrugem marrom tem grande impacto
econdmico no setor canavieiro, pois € responsavel por elevadas perdas na producao e
substituicdo de cultivares suscetiveis (RAGO, 2005; DOS SANTOS, 2008). Essa € uma
doenca foliar causada pelo fungo Puccinia melanocephala H. Sydow & P. Sydow, que
em cultivares suscetiveis pode promover a morte de folhas jovens, redugéo do diametro
e comprimento dos colmos, afetando negativamente a produtividade da cana-de-agucar
(PURDY et al., 1983; RAID & COMSTOCK, 2000).

O objetivo deste trabalho foi caracterizar o perfil molecular e a resposta a
ferrugem marrom em um grupo de cultivares comerciais e clones IAC, em fase

avancada de selegdo do Programa de Melhoramento Cana/lAC, a fim de buscar



associagbes importantes entre marcadores moleculares do tipo SSR e AFLP e a

resisténcia a ferrugem marrom por meio da abordagem de mapeamento associativo.

Revisao de Literatura

A cultura de cana-de-agucar

A cana-de-agucar é uma graminea tropical de metabolismo C4, de alta eficiéncia
na conversao de CO,, com capacidade de acumular grande quantidade de sacarose no
seu colmo. Processada, a sacarose €, principalmente, convertida em diferentes tipos de
acucar (refinado, branco, confeiteiro, mascavo, organico), matérias-primas para todas
as industrias alimenticias e de bebidas, e etanol combustivel (NEVES & CONEJERO,
2010a).

Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2011), para a safra
2011/2012, a area destinada a cultura da cana-de-acucar é 8.434,3 mil hectares, sendo
a produtividade média estimada em 69.824 kg/ha. A previséo total de cana moida é de
588,9 milhdes de toneladas, dos quais 288,3 milhdes de toneladas serdao destinadas a
producado de acucar e 300,6 milhdes de toneladas, a producdo de etanol que deverao
produzir 23,7 bilhdes de litros de etanol.

Atualmente, o Brasil € o maior produtor e exportador mundial de agucar e etanol,
no entanto ha expectativas em elevar esses niumeros pelo aumento de area cultivada,
em Sao Paulo, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Goias e Mato Grosso, e pela
implantacdo de novas usinas sucroalcooleiras (CONAB, 2011). O impulso a essa
ampliacdo esta ligado, principalmente, ao crescimento do mercado consumidor interno
e externo.

O aumento das exportacdes do aclUcar associa-se a conversao da Uniao
Europeia de exportador a importador, devido a reducdo de subsidios imposta pela
Organizacdo Mundial de Comércio a seus produtores, e ao crescimento populacional e

desenvolvimento econémico da Asia/Pacifico, que implica éxodo rural, com



consequente mudanca de habito alimentar. Da mesma forma, as politicas do governo
como Fome Zero e Bolsa Familia também impulsionam o mercado interno (VEIGA
FILHO et al., 2008; NEVES & CONEJERO, 2010a). Para o alcool, a expansdo do
mercado interno € motivada pela crescente demanda de carros flex, enquanto o
aumento nas exportacfes ocorre em funcdo dos elevados pregcos do petrdleo e da
demanda por energia renovavel e menos poluente (VEIGA FILHO et al., 2008; NEVES
& CONEJERO, 2010b).

As preocupacbes relacionadas ao aquecimento global e desenvolvimento
sustentavel também tem orientado pesquisas que visam unir a utilizacdo de
“subprodutos” do processo de producado a geragcdo de energia. O bagaco e a palha de
cana-de-acucar, por exemplo, podem ser queimados nas fornalhas das usinas
sucroalcooleiras, produzindo vapor que move turbinas e gera energia elétrica. Estimam-
se que em 2020 esses componentes serdo responsaveis por 15.2GW, 15% da
demanda doméstica (RIPOLI & RIPOLI, 2008; NEVES & CONEJERO, 2010c). Além
disso, € promissor o desenvolvimento de bioplasticos, derivados do alcool ou agucar
(NEVES & CONEJERO, 2010d).

Nesse cenério favoravel a producdo canavieira, o Brasil precisa superar a baixa
produtividade de parte seus plantios, principalmente os canaviais nordestinos, (CNA &
CEPEA, 2011) e atender a sustentabilidade, ambas caracteristicas que deveriam ser
focos principais em programas de melhoramento genético desta cultura.

Melhoramento genético na cultura de cana-de-acucar

O bom desempenho de cultivares de cana-de-acucar é essencial a todas as
cadeias produtivas do setor sucroalcooleiro. Assim, € necessario o desenvolvimento
continuo de novas cultivares que beneficiem os produtores e que atendam as
exigéncias do mercado; caracteristicas que constituem objetivos de programas de

melhoramento genético (BRESSIANI, 2001; PALHARES, 2010).



O Brasil é um dos pioneiros na obtencdo de cultivares de cana-de-agucar de
valor comercial, onde se destacam os programas de melhoramento do Instituto
Agronémico de Campinas- IAC; o do Centro de Tecnologia Canavieira- CTC; o das
universidades federais que compdem a Rede Interuniversitaria para Desenvolvimento
do Setor Sucroalcooleiro- Ridesa; e a CanaVialis (BARBOSA & SILVEIRA, 2010).

Os métodos de melhoramento de cana-de-acUcar sdo baseados na selecdo de
genaotipos superiores dentro de populacdes segregantes, derivadas de cruzamentos
entre individuos diferentes, durante varios estagios de propagacado clonal (MATSUOKA
et al., 1999; LANDELL & BRESSIANI, 2008).

A variabilidade genética disponivel para selecdo provém de cruzamentos
sexuais. Por isso, € fundamental a escolha adequada dos genitores, que deve
considerar tanto o desempenho do clone quanto o resultado de sua progénie (LANDELL
& BRESSIANI, 2008). Devido a poliploidia da cana-de-agucar e a origem interespecifica
das cultivares, os individuos utilizados nos cruzamentos séo altamente heterozigéticos,
0 que proporciona progénies segregantes para grande namero de locos ja na primeira
geracao de cruzamento (geracao F;) (MATSUOKA et al., 1999).

Para realizar os cruzamentos, sdo necessarios o florescimento e o seu
sincronismo. Ambos os processos ocorrem em condi¢des edafoclimaticas especificas
gue envolvem temperatura minima de 18°C e maxima de 32 a 35°C, umidade relativa e
precipitacdes elevadas, solos de menor fertilidade natural e latitude entre 10°N e 10°S
(BARBOSA & SILVEIRA, 2010). No Brasil, essas condicbes sdo encontradas em
municipios nordestinos, onde estdo localizadas as estacdes de cruzamento dos
diferentes programas de melhoramento, ou sdo simuladas artificialmente, como na
camara de fotoperiodo instalada no Centro de Cana do IAC em Ribeirdo Preto, Sao
Paulo.

O cruzamento envolve a retirada dos colmos com inflorescéncia, os quais sao
levados para a casa de hibridagdo, onde os cruzamentos sdo montados. Entre os
meétodos de hibridacdo da cana-de-acucar estdo os policruzamentos e 0s cruzamentos
biparentais. Nos policruzamentos, diversos genitores masculinos sdo reunidos e

cruzados com um unico genitor feminino. Nos cruzamentos biparentais, sdo utilizados



apenas dois genitores, ou seja, sdo determinados o genitor masculino e o feminino
(LANDELL & BRESSIANI, 2008). Como a cana-de-acUcar é uma planta al6gama com
flores hermafroditas, € importante determinar qual gendtipo sera utilizado como doador
e receptor de poélen para evitar a autofecundacdo (BARBOSA & SILVEIRA, 2010).

ApOGs a obtencao das sementes, denominadas de seedlings, sdo estabelecidas
novas etapas de selecdo. Na etapa inicial, existem milhares de gendtipos para serem
avaliados, mas pouco material de cada genotipo. Assim, € construido um experimento
com parcelas pequenas, nas quais o genétipo é representado uma Unica vez, em um
anico ambiente. Nessa etapa a selecdo € individual para caracteres de alta
herdabilidade. A medida que os ciclos de selecdo se sucedem, o nimero de genétipos
distintos diminui, de modo que € possivel submeter as plantas selecionadas
anteriormente a ensaios mais acurados. Esses ensaios apresentam maior nimero de
repeticdes, parcelas maiores e sao instalados em diferentes unidades experimentais.
Dessa forma, aumenta-se a preciséo experimental, o que permite identificar, com maior
seguranca, o gendtipo ou genotipos superiores (BRESSIANI, 2001).

O numero de etapas de selecdo pode variar entre 0s programas de
melhoramento, atingindo quatro no programa da Ridesa e cinco nos programas do IAC
e do CTC (LANDELL & BRESSIANI, 2008; BARBOSA & SILVEIRA, 2010).
Considerando o numero de etapas e de cortes em cada etapa, pode-se concluir que o
desenvolvimento de uma cultivar de cana-de-aclcar € um processo que exige muito
tempo, cerca 9-13 anos (LANDELL & BRESSIANI, 2008; BARBOSA & SILVEIRA,
2010).

Durante o processo de sele¢do, séo objetivadas caracteristicas como: resisténcia
ou tolerancia a doencas, tolerancia a seca, auséncia de florescimento e isoporizacao,
capacidade de brotacdo sob palha, habito ereto de crescimento, brotacdo rapida e
prolongada no caso das soqueiras, despalha facil ou espontanea e, fundamentalmente,
elevada produtividade de acucar (LANDELL & BRESSIANI, 2008). A avaliacdo da
producdo de acucar envolve dois componentes: teor de sacarose ha cana-de-agucar,
denominado pol% cana, e a producédo de colmos, TCH- toneladas de colmo por hectare.

Essas caracteristicas apresentam heranca complexa e baixa herdabilidade e,



consequentemente, determinam os meétodos de selecdo, os quais deveriam ser
baseados nos valor fenotipico médio da familia e exigem longo periodo de avaliagao
(BRESSIANI, 2001).

A ferrugem da cana-de-acucar

Os problemas fitossanitarios constituem expressivos fatores de reducdo de
produtividade da cana-de-agucar. Por isso, € objetivo dos programas de melhoramento
o desenvolvimento de cultivares resistentes as principais doencas. Entre as doengas
causadas por fungos, destaca-se a ferrugem marrom, que pode provocar perdas de
produtividade de 25% em cultivares com resisténcia intermediaria a moderada e
superiores a 50% em cultivares suscetiveis (MACCHERONI & MATSUOKA, 2006).

A ferrugem € uma doenca causada pelo fungo Puccinia melanocephala, o qual
pertence a divisdo Basidiomycota, classe Teliomycetes, ordem Uredinales, familia
Puccinaceae (MATSUOKA & MACCHERONI, 2010).

O primeiro registro do patdgeno ocorreu na india, no inicio do século 20, onde o
fungo afetou plantas de Erianthus ravennae. No entanto, logo nas préximas décadas,
foram relatados casos da doenca em cana-de-agUicar em outros paises da Asia, além
da Africa e Oceania (MATSUOKA & MACCHERONI, 2010).

Na América, a primeira ocorréncia foi na Republica Dominicana, em 1978, e em
poucos meses alcancou varios paises do Caribe, América Central, América do Norte e
Ameérica do Sul (CARDOSO & SANGUINO, 1988). Segundo MACCHERONI &
MATSUOKA (2006), a entrada do patégeno no continente esta relacionada a esporos
provenientes da Africa, que foram transportados pelo vento.

No Brasil, a ferrugem foi registrada pela primeira vez em 1986, no municipio de
Capivari, Sao Paulo, e rapidamente atingiu os canaviais de outros estados (SANGUINO
& TOLEDO, 1983). Correntes aéreas vindas do continente africano também s&o
consideradas como responsaveis pela entrada do patégeno no pais (MACCHERONI &
MATSUOKA, 2006).



Atualmente o fungo estéd disseminado em quase todas as regides produtoras de
cana-de-acucar (ASNAGHI et al., 2004), sendo responsavel por perdas na producéo e
substituicdo de cultivares suscetiveis em diversos paises (RAGO, 2005; DOS SANTOS,
2008).

O fungo parasita os tecidos foliares e como sintoma inicial de seu ataque ha o
aparecimento de pequenas pontuacdes cloréticas, as quais progridem para manchas
alongadas de coloracdo amarelada e que podem ser observadas nas superficies
superior e inferior das folhas. As manchas aumentam rapidamente de tamanho e
adquirem coloracdo avermelhada ou vermelho-parda (MACCHERONI & MATSUOKA,
2006). Essas lesdes tém de 2-10 milimetros de comprimento e 1-3 milimetros de largura
(TOKESHI & RAGO, 2005).

Na superficie inferior das folhas, as lesdes assumem feicdo pustular, de
coloracdo amarelada a marrom escuro. Essa coloracéo é conferida pelos esporos, que,
durante sua liberacao, rompem a epiderme da planta (CARDOSO & SANGUINO, 1988).

Em cultivares muito suscetiveis, devido ao grande numero de lesfes, as pustulas
agrupam-se, formando amplas areas de tecido necrosado; as quais prejudicam o
processo fotossintético e, consequentemente, o crescimento e a producdo da cana
(TOKESHI & RAGO, 2005).

O fungo produz dois tipos de esporos: os uredinidosporos, esporos do ciclo
assexual, e os teliosporos, esporos do ciclo sexual do patdégeno. Os esporos sdo
facilmente transportados pelo vento, respingos de chuva e também por meio de
materiais vegetais contaminados (CARDOSO & SANGUINO, 1988).

Ambos 0s esporos séo capazes de germinar, todavia, somente os urediniésporos
podem infectar o hospedeiro (CARDOSO & SANGUINO, 1988). Altas porcentagens de
germinagdo ocorrem entre 20 e 25°C e umidade relativa do ar acima de 70%, sendo
necessaria a presenca de agua liquida na superficie foliar (TOKESHI & RAGO, 2005;
SANGUINO & TOLEDO, 1983). Apds a germinacgdao, o fungo, por meio de uma hifa, peg
de infeccdo, penetra seu hospedeiro através das aberturas estomaticas. A partir da

camara subestomatica, o peg continua crescendo intercelularmente, produzindo



haustorios para o interior das células da planta, os quais sdo responsaveis pela
absorcéo de nutrientes (CARDOSO & SANGUINO, 1988).

Dez a 14 dias ap0s a infeccdo aparecem as pustulas, de onde séo liberados os
esporos para o ambiente (SANGUINO & TOLEDO, 1983).

Os picos de incidéncias da doenca ocorrem nos meses de junho a gosto e de
novembro a janeiro (GARCIA et al., 2007). Entretanto, no verdo, as elevadas
temperaturas podem inativar os esporos e as fortes chuvas, remover os esporos da
superficie das folhas, reduzindo, assim, o nivel de infec¢cdo (CARDOSO & SANGUINO,
1988).

As plantas mais suscetiveis ao ataque dos fungos sédo aquelas com dois a oito
meses, assim como a cana planta em relacdo as soqueiras (SANGUINO & TOLEDO,
1983; IDO et al., 2006).

Entre os meios de controle da doenga estdo o plantio em areas de escape, onde
a incidéncia do patdgeno € baixa, e 0 manejo da época do corte, que deve ser
antecipado para o inicio de agosto na regido Centro-Sul (DOS SANTOS, 2008).
Entretanto, o principal método de controle da doenca é o uso de cultivares resistentes,
ou tolerantes a ferrugem (TOKESHI & RAGO, 2005).

O desenvolvimento de cultivares resistentes em programas de melhoramento é
favorecido pela elevada herdabilidade desse carater, 0,75- 0,9, sendo que grande parte
da variacdo genética esta relacionada a efeitos aditivos, 44%-68% (HOGARTH et al.,
1993; RAMDOYAL et al.,, 2000). Em 1996, DAUGROIS et al. reportaram uma
segregacdo de 3:1 para resisténcia a ferrugem marrom em uma progénie de 141
individuos derivada da auto-fecundacédo da cultivar R570, indicando que esse carater
condicionado por um gene de efeito maior. Esses resultados foram confirmados por
diversos trabalhos (RAMDOYAL et al., 2000; ASNAGHI et al., 2001; ASNAGHI et al.,
2004). No entanto, RAMDOYAL et al. (2000) também sugeriram a existéncia de outros,

de efeito menor, atuando de maneira quantitativa.



O uso de marcadores moleculares no melhoramento de cana-de-acucar

Como mencionado anteriormente, o desenvolvimento de uma nova cultivar
comercial de cana-de-agucar é um processo longo. Uma das alternativas para acelerar
0S progressos genéticos é a unido das praticas convencionais com as técnicas de
marcadores moleculares. Os marcadores moleculares sdo sequéncias de DNA, que
permitem a distingdo entre individuos geneticamente diferentes (BOREM & MIRANDA,
2005).

Nos programas de melhoramento, os marcadores tém vérias aplicacles, tais
como: (1) auxiliar na identificacgdo de gendtipos superiores envolvidos em
policruzamentos, de forma a direcionar 0s cruzamentos; (2) estimar a variabilidade
existente, a fim de ndo restringir a base genética do material e explorar a heterose
proveniente de cruzamentos entre individuos divergentes; (3) identificar genes
especificos ou regides que contenham genes responsaveis por caracteres qualitativos e
guantitativos, o que permite direcionar a selecdo dos individuos por meio de seu
gendtipo, ainda nas primeiras fases de selecdo, ou mesmo desenvolver plantas
transgénicas (COLLARD & MACKILL, 2008; CRESTE et al., 2008; KALIA et al., 2011).
Além dessas vantagens, os marcadores moleculares sdo extremamente Uteis, pois sdo
numerosos e ndo sao alterados devido a condicbes ambientais e/ou estagio de
desenvolvimento do organismo (ALZATE-MARIN et al., 2005; JONES et al., 2009).

Atualmente, existem diversos tipos de marcadores moleculares, que se diferem
pela tecnologia utilizada para revelar a variabilidade, capacidade de detectar diferencas
entre individuos, custo, facilidade de uso, consisténcia e repetibilidade (TEIXEIRA,
2006). Entre esses marcadores, destacam-se por seus elevados niveis de polimorfismo,
ampla cobertura do genoma e alta reprodutibilidade, o SSR, simple sequence repeat, e
o AFLP, amplified fragment length polymorphism (CAIXETA et al., 2009).

Os SSRs sao sequéncias de DNA formadas por um motivo de um a seis
nucleotideos, que se repete lado a lado, de 5-100 vezes por sitio (LITT & LUTY, 1989;
TAUTZ, 1989; WEBER & MAY, 1989). Os SSRs estdo presentes em procariotos e

eucariotos, sendo encontrados em regides codantes e ndo codantes do genoma
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nuclear, assim como em cloroplastos e mitocéndrias (SORANZO et al., 1999; WEISING
& GARDNER, 1999; ZANE et al., 2002). Em plantas, as repeticdes AAG e AT sdo as
mais comuns em sequéncias expressas e nao expressas, respectivamente, enquanto,
em animais, as repeticdes AC sao as mais frequentes (KALIA et al., 2011).

O polimorfismo desse marcador é derivado do numero variado de repeticdes
dentro de um mesmo loco, cuja origem esta ligada a insercdes ou dele¢cdes de um ou
mais motivos, provenientes de um deslizamento da DNA polimerase sobre a regido de
repeticdo, ou um crossing over desigual (ELLEGREN, 2004).

Os SSRs podem ser isolados de bibliotecas genbmicas, nas quais diversos
clones sédo submetidos a sondas baseadas em repeticbes para identificar fragmentos
contendo SSR. Os fragmentos hibridizados s&o entdo sequenciados, 0 que permite a
construcdo de primers especificos para os SSRs (JONES et al., 2009). Esse processo
despende tempo e tem elevado custo, todavia existem protocolos de enriquecimento de
biblioteca que tornam a identificacdo de SSRs mais simples e eficiente. Diferentes
metodologias para construcdo de bibliotecas enriquecidas foram revisadas por ZANE et
al. (2002), sendo o método de hibridizagdo seletiva um dos mais utilizados. Na primeira
etapa dessa técnica, fragmentos de DNA gendmico sdo ligados a sequéncias
conhecidas, um vetor ou um adaptador. Esses fragmentos sdo desnaturados e
hibridizados com sondas de microssatélites, as quais estdo aderidas a membrana de
nailon ou sdo marcadas com biotina e, neste caso, podem ser capturadas por particulas
magnéticas cobertas com estreptoavidina. Apés a hibridizacdo, o DNA é eluido,
amplificado por PCR e clonado em vetor. Finalmente, os clones sdo submetidos a outra
hibridizacdo ou podem ser diretamente sequenciados.

Além das bibliotecas gendmicas, os SSRs também podem ser facilmente obtidos
a partir de bancos de dados publicos onde sédo depositadas sequéncias expressas de
DNA e, nesse caso, sdo conhecidos por SSR génico ou EST-SSR. Nessa abordagem, a
identificacdo de sequéncias repetitivas € realizada por programas computacionais, 0
gue representa uma forma simples, rapida e econdmica de desenvolver primers de
SSR. No Brasil, o projeto Sucest, Sugarcane Expressed Sequence Tag Project, gerou

um dos mais completos bancos de dados de sequéncias expressas, a expressed
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sequence tag (EST), para cana-de-acucar no mundo, com 291.904 sequéncias reunidas
em 43.141 clusters, dos quais 2.005 contém SSRs (TELLES et al., 2001; PINTO et al.,
2004).

O polimorfismo de SSRs em regides transcritas sugere que o comprimento do
marcador pode alterar a expressao e a funcdo de um gene, ou seja, implica em
variacdo fenotipica. Assim, uma determinada caracteristica de interesse pode ser
diretamente selecionada pela localizacdo do marcador EST-SSR ao qual ela esta ligada
(VARSHNEY et al., 2005), ou ainda que ele seja o responsavel pela caracteristica em
guestdo (MA et al., 2004). Isso torna esse tipo de marcador extremamente Gtil em
estudos de associacao entre gendtipo e fendtipo. Além disso, como as seqléncias
transcritas, por pressdo de selegdo, sdo mais conservadas, 0s primers que se
hibridizam a elas podem ser transferidos entre espécies relacionadas filogeneticamente
(HOLTON et al., 2002). No entanto, por representarem sequéncias conservadas, 0s
EST-SSR sdo menos polimorficos quando comparados aos SSRs gendmicos.

Os marcadores AFLP sao fragmentos, amplificados via PCR, originados a partir
da digestdo do DNA por enzimas de restricdo. Como mutac¢des pontuais, insercoes,
delecdes alteram a sequéncia dos sitios de restricdo, ha mudancas no tamanho dos
fragmentos, de forma que cada genétipo pode ser caracterizado por seu perfil de
fragmentos.

A metodologia de marcadores AFLP foi proposta por VOS et al (1995) e para
obter esses marcadores, o0 DNA gendbmico é digerido por meio de duas enzimas de
restricdo, uma de corte raro, que reconhece sitios de seis a oito bases, tais como Apal,
EcoRlI, Hindlll e Pstl, e outra de corte freqlente, que reconhecem sitios de quatro
bases, como, por exemplo, Msel e Tagl. Essas enzimas geram fragmentos com
extremidades coesivas que auxiliam a ligacdo de adaptadores, oligonucleotideos, as
extremidades dos fragmentos. O conhecimento das sequéncias dos adaptadores e dos
sitios de restricdo permite a construcdo de primers complementares a essas sequéncias
e, dessa forma, os fragmentos podem ser amplificados por PCR. Os produtos da

amplificacdo podem ser separados por eletroforese.
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A digestdo produz grande namero de fragmentos, os quais poderiam, durante a
eletroforese, co-migrar, resultando em niveis falsos de polimorfismo. A fim de reduzir
esse numero, a PCR é realizada por meio de primers seletivos, os quais tém, além das
sequéncias complementares ao adaptador e ao sitio de restricdo da enzima, alguns
nucleotideos adicionais na extremidade 3'. Dessa forma, apenas os fragmentos com
bases complementares a essa extensao sao amplificados. Comumente, a amplificacéo
€ realizada em duas etapas. Na primeira, denominada pré-amplificacdo, o primer possui
um unico nucleotideo seletivo, enquanto, na segunda etapa, amplificacao seletiva, sdo

utilizados trés nucleotideos seletivos.

Mapeamento associativo: conexdo marcadores moleculares-fenotipo

Marcadores SSR e AFLP tem sido utilizados na construcao de diversos mapas
genéticos de ligagdo (HOARAU et al., 2001; AITKEN et al., 2005; RABOIN et al., 2006;
GARCIA et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2007; ALWALA et al., 2008; PIPERIDIS et al.,
2008), os quais permitem identificar e mensurar o efeito de genes com efeitos
significativos sobre o fenétipo; e auxiliam, portanto, a conexdao de marcadores
moleculares a caracteristicas de interesse agrondmico. Uma abordagem recente para
estabelecer essa conexdo € por meio do mapeamento associativo, técnica empregada
inicialmente na busca de marcadores associados a doencas humanas, que tem obtido
sucesso na identificacdo de genes envolvidos em caracteristicas importantes com
florescimento, producéo, tamanho de gréos e resisténcia a doencas (THORNSBERRY
et al.,, 2001; BRESEGHELLO &; SORRELLS, 2006a; WEI et al., 2006; AGRAMA et al.,
2007).

As analises de associacdo estdo diretamente relacionadas a extensdo do
desequilibrio de ligagcédo, LD, uma associacdo nao aleatéria de alelos/marcadores de
diferentes locos, analisada em uma populacéo, na qual os individuos séo derivados de
diferentes cruzamentos (FLINT-GARCIA et al., 2003). Ao explorar a diversidade de

gendtipos que exibem parentescos distintos, essa metodologia apresenta diferentes
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vantagens, tais como: (1) a diversidade alélica € elevada; (2) é possivel reduzir custos e
tempo, uma vez que ndo € necessario construir uma populacdo derivada de um
cruzamento; (3) a resolucdo dos mapas associativos € elevada, pois ao longo de
sucessivas geragdes, que constituem a historia evolutiva de cada individuo, o potencial
de recombinagcdo entre alelos é muito elevado. Assim, espera-se que somente
marcadores fortemente ligados ao loco permanecam associados ao carater de interesse
(GUPTA et al., 2005; ZHU et al., 2008). Apesar desta ultima vantagem, a redugéo do LD
ao longo das geracdes implica em menor correlacéo entre alelos e, por isso, esse tipo
de analise exige um grande numero de marcadores para uma cobertura adequada do
genoma (BRESEGHELLO &; SORRELLS, 2006a; BLAIR et al., 2009; COMADRAN et
al., 2009).

Outra desvantagem do método é a elevada probabilidade de erros tipo |, devido,
principalmente, a presenca de estrutura genética na populacdo, pois frequéncias
alélicas distintas entre subgrupos podem conduzir a associacfes entre marcador e
carater falsas (CARPIO et al., 2011).

Em cana-de-aclcar, 0 mapeamento associativo tem gerado, principalmente,
associacbes entre marcadores moleculares e resisténcia a doencas. BARNES et al.
(1997), em uma colecéo de 50 individuos, caracterizados com 382 marcadores RAPD,
identificaram, por meio de regressdo stepwise, quatro marcadores associados a
resisténcia a broca do colmo (Eldana saccharina), quatro marcadores associados a
resisténcia ao mosaico (SCMV-sugarcane mosaic virus) e trés marcadores associados
a resisténcia ao carvao (Ustilago scitaminea). Esses marcadores explicaram 34.7%,
40.1% e 31.6% da variacdo fenotipica observada para cada uma dessas doencas,
respectivamente.

Também por analise de regressdo, WEI et al. (2006), com emprego de 1.068
marcadores AFLP e 141 SSR, mostraram que 59% da variacdo fenotipica, relacionada
a resisténcia ao carvao, foi associada a 11 marcadores; 32% da variacao para podridao
da raiz (Pachymetra chaunorhiza) e 32% para a escaldadura das folhas (Xanthomonas
albilineans) foram ligadas a quatro marcadores cada, e para a doenca de Fiji (fiji

disease virus), 26% da variacao foi explicada por cinco marcadores.
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Assim como BARNES et al. (1997), por meio de regressdo stepwise,
BUTTERFIELD (2007), ao analisar uma colecao de 77 gendtipos com 275 marcadores
RFLP e 1056 marcadores AFLP, identificou seis marcadores que explicaram 55.3% da
variagdo para a resisténcia ao carvao e seis marcadores responsaveis por 63.4% da
resisténcia a broca do colmo.

Todos esses resultados confirmam o potencial do mapeamento associativo na
identificacdo de marcadores associados a caracteres de interesse em cana-de-agucar,
informacdes que poderiam ser rapidamente assimiladas pelos programas de

melhoramento genético.
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CAPITULO 2 - AVALIACAO DA RESISTENCIA A FERRUGEM MARROM (Puccinia
melanocephala) EM PAINEL DE MAPEAMENTO ASSOCIATIVO DE CANA-DE-
ACUCAR

Resumo - O objetivo desse trabalho foi avaliar a resisténcia a ferrugem marrom
(Puccinia melanocephala) em um painel de cana-de-acUcar, incluindo cultivares
comerciais e clones superiores do Programa de Melhoramento Cana/lAC, sob
condicbes de infeccdo natural. O experimento foi instalado em marco de 2010 no
Centro Avancado da Pesquisa Tecnologica do Agronegécio de Cana, Ribeirdo Preto,
SP, em delineamento de blocos casualizados completos, DBC, com trés repeticdes. As
plantas foram fenotipadas aos 10 meses apds o plantio e 7 meses ap0s 0 primeiro
corte. A maioria dos genotipos avaliados (>71%) apresentou reacdo de resisténcia a
ferrugem marrom; sendo o ciclo de cana-planta mais suscetivel ao ataque do fungo do
gue a soqueira. A resisténcia a ferrugem marrom apresentou elevada herdabilidade,

superior a 0,7.

Palavras chave: doenca, fungo, herdabilidade, Saccharum

Introducgéo

Os problemas fitossanitarios constituem expressivos fatores de redugédo de
produtividade da cana-de-acUcar. Entre as doencas causadas por fungos, destaca-se a
ferrugem marrom, que pode provocar perdas de produtividade de 25% em cultivares
com resisténcia intermediaria a moderada e superiores a 50% em cultivares suscetiveis
(MATSUOKA & MACCHERONI, 2010).

Essa doenca é causada pelo fungo biotrofico Puccinia melanocephala, o qual

apresenta desenvolvimento acentuado no inicio do outono e final do inverno, quando as
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condicOes climaticas apresentam temperaturas amenas, 16 a 29°C, e elevada umidade,
superior a 70%. Sob essas condi¢des climaticas e existindo dgua liquida na superficie
foliar por no minimo oito horas, os esporos do fungo germinam e podem penetrar no
hospedeiro através dos estdomatos (TOKESHI & RAGO, 2005; CARDOSO &
SANGUINO, 1988).

Dez a 14 dias ap0s a infeccédo aparecem os primeiros sintomas da doenca, que
incluem pequenas manchas alongadas de coloracdo esbranquicadas ou amareladas,
denominadas flecks. Essas manchas aumentam rapidamente de tamanho e adquirem
coloracdo marrom avermelhado. Na superficie inferior das folhas, as lesbes assumem
feicdo pustular, de coloracdo amarelada a marrom escuro. Essa coloragéo € conferida
pelos esporos, que, durante sua liberacdo, rompem a epiderme da planta
(MACCHERONI & MATSUOKA, 2006; CARDOSO & SANGUINO, 1988).

Em cultivares muito suscetiveis, devido ao grande numero de lesdes, as pustulas
agrupam-se, formando amplas areas de tecido necrosado; o qual prejudica o processo
fotossintético. De fato, areas infectadas apresentam reducéo de crescimento, morte de
perfilhos, colmos finos e encurtamento de entren6s (MACCHERONI & MATSUOKA,
2006; SANGINO & TOLEDO, 1983).

O principal método de controle da doenca é o uso de cultivares resistentes, ou
tolerantes a ferrugem (DOS SANTOS, 2008). Por isso, é fundamental que os programas
de melhoramento genético identifiquem e selecionem gendtipos resistentes a doenca.
Uma estratégia importante que auxilia na identificacdo desses genoétipos superiores,
ainda em fases juvenis, € a correlacdo entre marcadores moleculares e os locos
responsaveis por essa caracteristica de interesse (COLLARD & MACKILL, 2008). Essa
conexao pode ser estabelecida por meio de mapeamento associativo, o qual € baseado
no desequilibrio de ligacdo entre alelos de diferentes locos, observado em um grupo de
individuos derivados de diferentes cruzamentos (FLINT-GARCIA et al., 2003). Ao
explorar gendtipos que exibem parentescos distintos, espera-se elevada diversidade
alélica, o que implica grande variacdo fenotipica, a qual deve ser caracterizada

adequadamente para o sucesso dos estudos associativos (SHARMA, 2009).



17

O objetivo deste trabalho foi avaliar a severidade a ferrugem marrom sob
condigbes naturais de infecgdo em um painel de mapeamento associativo composto por

cultivares e clones IAC de cana-de-acucar.

Material e Métodos

Material vegetal

Foram utilizados 83 gendtipos de cana-de-agucar, incluindo clones IAC em fase
avancada de selecdo do Programa de Melhoramento Cana/IAC e cultivares comerciais

com diferentes respostas quanto a severidade a ferrugem marrom (Tabela 4).

Delineamento experimental

O experimento foi conduzido em campo, no periodo de 2010 a 2012, em area do
Centro de Cana, em Ribeirdo Preto, SP. O Centro esta localizado nas coordenadas
21°12' de latitude Sul e 47°52' de longitude Oeste, com altitude média de 640 m. O solo
é classificado como Latossolo Vermelho Férrico, de acordo com o sistema EMBRAPA
(1999). Segundo o método de Képpen, o municipio de Ribeirdo Preto apresenta clima
Aw, caracterizado por elevadas temperaturas e elevada pluviosidade, embora o inverno
seja seco e o verao umido (ROLIM et al., 2007).

O experimento foi montado em delineamento de blocos casualizados completos
(DBC), com trés repeticdes, sendo cada parcela formada por um sulco de 1.5m de
comprimento, com espacamento entre linhas e de plantas dentro da linha de 2m,
totalizando uma area de 2604m?. Como bordadura foi plantada a cultivar IAC86-2480,
altamente suscetivel a ferrugem marrom. A adubacéo foi realizado com o fertilizante 08-
28-16 na dosagem de 500Kg.ha™.
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Avaliacdo da ferrugem marrom

O experimento foi plantado no dia 25 de marco de 2010 e, sob condicbes de
infeccdo natural, foi avaliado no dia 28 de janeiro de 2011, quando a bordadura atingiu
niveis satisfatorios de infec¢do para a avaliagcdo. O corte da cana-planta foi realizado no
dia 03 de agosto de 2011, quando se iniciou o primeiro ciclo de cana-soca, o qual foi
avaliado no dia 06 de marco de 2012. Durante esses periodos, os dados

meteorolégicos do Centro de Cana/IAC foram anotados e apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Dados meteoroldgicos de Ribeirdo Preto de margo de 2010 a margo de 2012.
T-temperatura; UR- umidade relativa

Més/Ano Tméax (°C) Tmin (°C) Precipitacdo (mm) URmédia (%)
---------- Cana-planta----------

Marco/2010 30.8 23.8 154.3 89.9

Abril/2010 30.1 21.3 45.0 75.1

Maio/2010 28.6 17.4 20.6 78.2

Junho/2010 28.5 15.2 9.2 75.6

Julho/2010 30.0 16.1 27 75.9

Agosto/2010 30.7 145 0 715

Setembro/2010 31.3 18.6 108.1 69.6

Outubro/2010 31.0 20.1 75.9 78.7

Novembro/2010 30.6 19.6 141.2 81.2

Dezembro/2010 31.5 20.5 227.4 88.7

Janeiro/2011 30.7 27.0 229.5 91
---------- Cana-soca----------

Agosto/2011 29.5 14.5 12.5

Setembro/2011 31.2 15.1 11.8

Outubro/2011 29.7 17.8 194.1

Novembro/2011 29.7 16.7 201.7

Dezembro/2011 30.2 18.6 141.7

Janeiro/2012 27.2 18.2 295.0

Fevereiro/2012 31.0 19.2 93.7

Mar¢o/2012 33.7 19.1 15.2

Fonte: APTA-Ribeirdo Preto (SP), comunicacdo pessoal.
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A avaliacdo da resisténcia a ferrugem marrom foi baseada na severidade da
ferrugem, % da é&rea foliar afetada pela doenca, observada no terco médio das

touceiras, de acordo com a escala de notas, descrita na Tabela 2.

Tabela 2: Escala de notas para avaliar a severidade de ferrugem marrom. Reagao de
resisténcia (R); reacdo de resisténcia intermediaria (RI); reacdo de
suscetibilidade (S).

. Area foliar Niveis de reacdo a
Notas Sintomas ) 3
com sintomas(%) ferrugem
1 Auséncia total de sintomas 0 R
2 Presenca de flecks e poucas pustulas <2 R
3 Presenca de algumas pustulas <5 R
4 Presenca de pustulas >5a15 RI
5 Presenca de pustulas >15a 25 RI
6 Presenca de pustulas >25a 35 RI
7 Presenca de pustulas >35a50 S
8 Presenca de pustulas >50a 75 S
9 Presenca de pustulas >75 S

Analise de dados

Para homogeneizar a variancia, as notas de severidade foram transformadas de

acordo com a expressédo: Ntrans = \/Nori + 1, €m que Nori € a nota original atribuida

pelo avaliador e Ntrans € a nota obtida apds a transformacao. Os dados dos dois anos
foram reunidos para determinar os valores médios de observacdes fenotipicas, segundo
a equacao

yi=p+b+gi+b*g+a+a‘git+e
em que y representa as observacgdes fenotipicas; |, a media geral das observacdes; b,
o efeito de bloco; g;, o efeito genético do i-ésimo gendtipo; a, o efeito do ano; b*g e a*g,
o efeito de interacdo de bloco x gendétipo e ano x gendtipo, respectivamente; e, 0 erro

experimental associado a todas as observagdes. Essa andlise estatistica foi realizada
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no programa SAS (SAS, 2008), de acordo com o procedimento PROC GLM. As médias
das notas foram agrupadas pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade,
o qual foi realizado no programa SISVAR (FERREIRA, 2008).

A metodologia de modelos mistos foi utilizada para obter a predicdo dos valores
genotipicos em relacdo a média geral, os BLUPs (Best Linear Unbiased Predictors),
segundo o modelo

y=XB+Za+e

em que y é o vetor das observacdes fenotipicas; X, a matriz de incidéncia dos efeitos
fixos B; Z, a matriz de incidéncia dos efeitos aleatdrios a (genéticos ou ambientais); 8, o
vetor de efeitos fixos a serem estimados; a, o vetor de efeitos aleatérios ou valores
genotipicos a serem preditos; e e, o vetor de erros aleatorios associados a cada
observacdo. Para essa analise foi utilizado o procedimento PROC MIXED do programa
SAS (SAS, 2008), em que o efeito de bloco e de ano foi considerado fixo e o de
genotipo, considerado aleatdrio.

Os componentes de variancia foram estimados para o ciclo de cana-planta e
para o ciclo de cana-soca, utilizando o procedimento PROC VARCOMP do programa
SAS (SAS, 2008).

Resultados

A Figura 1 exibe a distribuicdo de frequéncia das notas referentes a incidéncia de

ferrugem no material amostrado.
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Figura 1: Incidéncia de ferrugem marrom no painel de cana-de-acucar. Resultados dos
trés blocos, no ciclo de cana-planta e no ciclo de cana-soca.

Foram observados materiais com fendtipos variando desde os mais suscetiveis
aos mais resistentes a ferrugem marrom.
O valor médio de severidade da ferrugem e o coeficiente de variacdo sao

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3: Valor médio das notas de severidade da ferrugem marrom da cana-de-acucar
no painel de mapeamento associativo.

Média CVv Média CVv
Cana-planta Cana-soca
Nori 2,88 35,15 2,94 25,61
VNori +1 2,60 13,34 2,74 10,08

As notas meédias de severidade ndo apresentaram diferenca significativa a 5%
para o ciclo de cana-planta e planta-soca.

As notas de severidade e os valores genotipicos preditos sdo apresentados na
Tabela 4.
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Tabela 4: Notas de severidade para ferrugem marrom da cana-de-agUcar. Resultados
médios dos trés blocos para os ciclos de cana-planta e cana-soca.

Predic&o do efeito

Genétipo* Notas médias® genotipico?
Cana-planta Cana-soca
SP70-1143 (V) 8,00a 8,00a 1,058
SP86-42 (V) 8,00a 6,95a 0,947
RB72454 (V) 8,00a 6,95a 0,949
RB835486 (V) 8,00a 7,35a 0,978
SP79-1011 (V) 7,64a 7,35a 0,951
R570 (V) 7,64a 7,35a 0,951
IACSP98-5046 (C) 7,35a 7,35a 0,924
IAC86-2480 (V) 7,29a 7,64a 0,949
IACSP96-3056 (C) 6,67a 4,02b 0,559
IACSP95-2078 (C) 6,34a 5,25b 0,658
IACSP98-3020 (C) 5,92a 3,67c 0,457
IAC52-150 (V) 5,60b 7,01a 0,743
IACSP97-2023 (C) 5,50b 4,24b 0,482
IACSP99-1305 (C) 4,62b 2,53c 0,204
IACSP97-2020 (C) 4,62b 3,62c 0,327
IACSP95-1218 (V) 4,34b 3,67c 0,303
CTC9 (V) 4,29 2,31c 0,140
IAC87-3396 (V) 4,02b 4,02b 0,306
IACSP97-6682 (C) 4,02b 4,95b 0,405
IACSP96-3076 (C) 3,97b 2,31c 0,107
IAC91-2195 (V) 3,71b 1,96d 0,028
IACSP99-4013 (C) 3,67b 7,35a 0,579
RB925211 (V) 3,58b 2,96¢ 0,143
IACSP02-2074 (C) 3,54b 1,99d 0,015
P0J2878 (V) 3,33c 4,24b 0,259
IACSP96-1066 (C) 3,28¢c 3,41c 0,152
IACSP94-2101 (V) 3,00c 3,41c 0,120
IACSP96-7586 (C) 3,00c 3,00c 0,082
RB855536 (V) 3,00c 1,96d -0,053

IACSP97-2055 (C) 2,96¢ 2,65c 0,035
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Tabela 4: continuagéo

Predicéo do efeito

Genotipo* Notas médias? genotipico®
Cana-planta Cana-soca
RB855156 (V) 2,96¢ 2,65c 0,035
IACSP98-6202 (C) 2,84c 1,59d -0,121
IACSP99-4007 (C) 2,65c 2,53c -0,016
IACSP93-6006 (V) 2,31c 2,61c -0,050
IACSP97-7074 (C) 2,31c 2,65¢ -0,045
IACSP97-3406 (C) 2,24c 2,65c -0,053
IACSP98-3099 (C) 2,24c 2,65c -0,053
IACSP99-4008 (C) 2,24c 1,96d -0,146
IACSP93-2060 (V) 2,24c 3,00c -0,011
IACSP96-2008 (C) 2,20c 2,31c -0,101
IACSP97-7065 (C) 1,96¢ 2,31c -0,138
IACSP97-7543 (C) 1,96¢ 2,24c -0,146
IACSP98-3021 (C) 1,96¢ 1,99d -0,180
IACSP98-7043 (C) 1,86d 1,00d -0,306
IACSP97-7077 (C) 1,66d 1,66d -0,273
IACSP98-2053 (C) 1,66d 2,31c -0,180
IACSP99-4010 (C) 1,66d 3,00c -0,078
SP80-3280 (V) 1,66d 2,31c -0,180
IACSP96-1005 (C) 1,63d 1,66d -0,273
IAC91-2218 (V) 1,59d 2,31c -0,188
IACSP97-2053 (C) 1,59d 2,31c -0,188
IACSP97-3331(C) 1,59d 1,66d -0,281
IACSP97-4039 (C) 1,59d 1,00d -0,382
IACSP98-2030 (C) 1,59d 2,31c -0,188
IACSP99-3009 (C) 1,59d 1,99d -0,053
IACSP95-5094 (V) 1,31d 1,99d -0,273
IACSP96-2042 (V) 1,31d 1,99d -0,273
IACSP96-7506 (C) 1,31d 1,99d -0,273
IACSP97-2028 (C) 1,31d 2,65c -0,188
IACSP97-3384 (C) 1,31d 1,31d -0,374

IACSP97-7018 (C) 1,31d 1,00d -0,424
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Tabela 4: continuagéo

Predicéo do efeito

Genotipo* Notas médias? genotipico®
Cana-planta Cana-soca
IACSP99-3085 (C) 1,31d 1,66d -0,323
IACSP99-4011 (C) 1,31d 1,66d -0,348
RB867515 (V) 1,31d 1,31d -0,374
IACSP96-3060 (V) 1,00d 1,66d -0,374
IAC86-2210 (V) 1,00d 1,59d -0,382
IAC91-1099 (V) 1,00d 1,31d -0,424
IACSP93-3046 (V) 1,00d 2,31c -0,281
IACSP94-2094 (V) 1,00d 2,96¢ -0,201
IACSP94-4004 (V) 1,00d 2,31c -0,281
IACSP95-3028 (V) 1,00d 1,66d -0,374
IACSP95-5000 (V) 1,00d 1,31d -0,424
IACSP96-2019 (C) 1,00d 1,00d -0,474
IACSP96-3048 (C) 1,00d 1,31d -0,424
IACSP96-7569 (C) 1,00d 1,96d -0,331
IACSP97-2000 (C) 1,00d 1,31d -0,424
IACSP97-2084 (C) 1,00d 1,96d -0,331
IACSP97-2098 (C) 1,00d 1,00d -0,474
IACSP97-2109 (C) 1,00d 1,00d 0,474
IACSP97-3313 (C) 1,00d 1,66d -0,374
IACSP97-3391 (C) 1,00d 2,31c -0,281
IACSP98-5010 (C) 1,00d 1,59d -0,382
IACSP99-1308 (C) 1,00d 1,31d -0,424

" C clone IAC; V cultivar comercial.
> Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si, em nivel de 5%, pelo teste de
agrupamento de Scott-Knott.

Respostas médias dos gendtipos, ajustadas para o efeito fixo de bloco.

Para o ciclo de cana-planta, dos 83 genétipos avaliados, 59 (71%) foram
reunidos no grupo de materiais resistentes, com notas variando de um a trés, sendo
gue 40 desses individuos séo clones IAC, com destaque para os clones IACSP96-2019,
IACSP97-2098 e IACSP97-2109, os mais resistentes pela andlise de modelo misto,

com genotipo aleatério. Onze gendtipos (13.3%), com notas entre 5,92 e oito, foram
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classificados como suscetiveis, no entanto apenas quatro desses eram clones IAC. No
ciclo de cana-soca, oito individuos anteriormente classificados, principalmente, como
materiais com resposta intermediaria, foram incluidos no grupo de materiais resistentes,
totalizando 67 (81%) gendtipos, com notas variando de um a 3,67.

Os componentes de variancia, assim como a herdabilidade do carater, sdo
mostrados na Tabela 5. Nas condicbes do presente trabalho, notou-se elevada

herdabilidade desse carater.

Tabela 5: Componentes de variancia e herdabilidade para resisténcia a ferrugem
marrom derivados do painel associativo de cana-de-acucar.

Cana-planta Cana-soca

% Componentes de variancia devido aos blocos 0,003 0,002

o? g Componentes de variancia devido aos genotipos 0,225 0,169

o2, Componentes de variancia devido ao ambiente 0,064 0,038

0%y(0%+ 0% 4+ 0%) Variancia fenotipica 0,292 0,209

h%(o o/ 0%) Herdabilidade 0,77 0,81
Discusséo

O mapeamento associativo € uma estratégia recente para estabelecer
associagcfes entre marcadores moleculares e caracteristicas importantes em plantas
(THORNSBERRY et al.,, 2001; GUPTA et al., 2005). Essa € uma metodologia de
destaque, reflexo de suas vantagens, principalmente no que diz respeito a possibilidade
de identificar alelos favoraveis em uma populacdo de interesse e elevado nivel de
polimorfismos (BRESEGHELLO & SORRELLS, 2006b).

O painel de cana-de-acucar avaliado foi composto por materiais importantes, que
sao parentais de cultivares recentes ou materiais em desenvolvimento no Programa de
Melhoramento Genético Canal/lAC, contrastantes quanto ao conteudo de fibra e,

portanto, com destague no contexto de bio-energia.
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Os materiais analisados neste trabalho exibiram fenotipos em todas as classes
de resisténcia a ferrugem, ou seja, ha polimorfismos nas regides do DNA responsaveis
por essa caracteristica, que podem ser correlacionados a marcadores moleculares,
explorando a elevada diversidade alélica esperada em um painel associativo, no qual os
individuos exibem parentescos distintos (YU & BUCKLER, 2006). O potencial em
identificar marcadores moleculares associados a resisténcia a ferrugem marrom é ainda
mais atrativo devido a alta herdabilidade observada desse carater (MYLES et al., 2009).
O elevado valor da herdabilidade também foi relatado por HOGARTH et al. (1993) e
RAMDOYAL et al. (2000). Ambos trabalhos afirmam que a resisténcia a ferrugem
possui herdabilidade superior a 70%, sendo que grande parte da variagdo fenotipica
esta relacionada a presenca de um gene dominante de efeito maior identificado,
inicialmente, por DAUGROIS et al. (1996), ao observarem uma segregacao de 3:1 para
resisténcia a essa doenca em uma progénie de 141 individuos derivada da auto-
fecundacédo da cultivar R570. Uma vez identificado um marcador molecular fortemente
ligado a esse gene de efeito maior, ele poderd explicar grande parte da variagédo
fenotipica, o que o torna um excelente guia no processo de selecdo assistida por
marcadores. Essa é uma estratégia muito valiosa nas etapas de avaliacdo e selecao
dos programas de melhoramento genético, visto que o estabelecimento do fungo é
muito afetado por condicdes ambientais e pelo estagio de desenvolvimento da planta
(SORDI et al., 1988; IDO et al., 2006), limitacdes que os marcadores moleculares néo
possuem (ALZATE-MARIN et al., 2005; JONES et al., 2009).

A interacdo entre resisténcia e fase de desenvolvimento da planta foi notada pela
alteracdo da classificacdo de gendtipos, que no ciclo de cana-planta apresentaram
resposta intermediaria a ferrugem marrom, mas no primeiro ciclo de cana-soca foram
tidos como resistentes. IDO et al. (2006), ao avaliarem clones RB (Rede
Interuniversitaria para Desenvolvimento do Setor Sucroenergético), também relataram
gue cana-planta, em relacao as soqueiras, € mais suscetivel ao ataque do fungo.

Neste trabalho, para minimizar essas acbes do ambiente, foi priorizada a
metodologia REML/BLUP, que, ao corrigir os valores genotipicos para os demais efeitos

fixos do modelo, reduz os efeitos ambientais sobre o desempenho dos gendtipos
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(RESENDE, 2005) e fornece, portanto, dados mais precisos (RESENDE, 1996). Estes
valores serdo utilizados no modelo associativo e conferem maior confiabilidade a

analise.

Conclusoes

O painel associativo, composto por clones IAC e cultivares comerciais, inclui
materiais contrastantes para a resisténcia a ferrugem marrom, com fenétipos variando
desde os mais suscetiveis aos mais resistentes a doenca.

A resisténcia a ferrugem marrom, analisada em uma populacéo derivada de

diferentes parentescos, é um carater de elevada herdabilidade.
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CAPITULO 3 - IDENTIFICACAO DE MARCADORES MOLECULARES
RELACIONADOS A SEVERIDADE A FERRUGEM MARROM EM PAINEL
ASSOCIATIVO DE CANA-DE-ACUCAR (Saccharum spp.)

Resumo - O mapeamento associativo é uma abordagem recente para
estabelecer associacfes entre marcadores moleculares e caracteres de interesse em
plantas. Detalhes de diversidade, extensdo do desequilibrio de ligacdo, LD, e estrutura
genética foram investigados em um painel de mapeamento associativo de cana-de-
acucar, constituido por cultivares e clones IAC, visando estabelecer correlagbes entre
marcadores do tipo SSR e AFLP e resisténcia ou suscetibilidade a ferrugem marrom.
No total foram obtidas 1015 marcas polimorficas, sendo o polimorfismo do material
elevado, com PIC médio de 0.7 e 0.34 para marcadores SSR e AFLP, respectivamente.
Houve evidente reducdo de LD acima de 40cM, indicando grandes haplétipos no
genoma de cultivares de cana-de-acgucar. Foram identificados 3 subgrupos pelas
analises filogenética e de coordenadas principais (PCoA) e 2 subgrupos pelo programa
STRUCTURE, porém eles ndo reduziram o numero de marcas significativamente
associadas. Os marcadores SCC60.8, SCA31.3, M56/E35 e M56/E37 foram
correlacionados a suscetibilidade, enquanto SCB14.9 e M56/E33, ligados a resisténcia
a ferrugem marrom. O efeito individual das marcas oscilou entre -0.37 (R*= 0.05) e 0.24
(R? = 0.08). Os marcadores moleculares associados & severidade & ferrugem marrom
serdo validados, visando explora-los dentro do programa de melhoramento genético
para identificar materiais resistentes ou mesmo eliminar alelos desfavoraveis e, assim,

acelerar os ganhos genéticos.

Palavras chave: AFLP, estrutura populacional, mapeamento associativo, similaridade

genética, SSR
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Introducéo

A cultura de cana-de-aclucar € um dos principais cultivos mundiais. Ela é
responsavel por mais de 75% da producdo acucareira e esta em continua expansao,
motivada, principalmente, pelo estimulo a produgéo de etanol, uma fonte alternativa de
energia (SHING et al., 2011).

Os atuais cultivares de cana-de-aclucar sdo derivados de hibridacoes
interespecificas entre Saccharum officinarum e Saccharum spontaneum, com pequena
contribuicdo de S. barberi, S. robustum e S. sinense (IRVINE, 1999). Essa hibridacéo foi
responsavel por um genoma altamente polipldide, com cerca de 8-14 copias de
cromossomos homo(eo)logos, aneuploide, com nimero de cromossomos entre 100-130
(PIPERIDIS et al., 2008). Essas caracteristicas conferem a cana-de-acucar um dos
mais complexos genomas entre as plantas cultivadas (GRIVET & ARRUDA, 2002),
restringindo a identificacdo de locos responsaveis pelo controle de caracteristicas
complexas de interesse agronémico (OLIVEIRA et al., 2009).

Atualmente, a associacdo entre estrutura genética e caracteres fenotipicos é
estabelecida por meio de mapeamento de ligacdo e de mapeamento associativo.
Ambos os métodos exploram o processo de recombinacdo genética, entre o marcador
molecular e o loco que controla o carater, mas se diferenciam na identificacdo de
guando essas recombinac¢des ocorreram (MYLES et al., 2009). Os mapeamentos de
ligacdo sdo baseados em populagbes experimentalmente construidas a partir de um
cruzamento bi-parental. Dessa forma, somente o0s eventos de recombinagdo que
ocorreram durante o estabelecimento dessa populacéo sdo analisados. Como o nimero
de recombinacfes € reduzido, o genoma € pouco fragmentado e o loco de interesse &
localizado em uma é&rea extensa do cromossomo, 10 a 20 centimorgans, cM, ou seja, a
resolucédo das analises é reduzida (ZHU et al., 2008). No mapeamento associativo, sdo
explorados todos os eventos de recombinagcéo, que ocorrem ao longo de sucessivas
geracbes, que constituem a histéria de cada individuo da andlise de associacado
(GUPTA et al., 2005). Neste sistema, uma vez que o potencial de recombinacao é muito

elevado, espera-se que somente marcadores fortemente ligados ao loco permanecam
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associados ao carater de interesse. Por isso, a resolucdo dos mapas associativos €
superior aos de ligacdo (GUPTA et al., 2005; ZHU et al., 2008).

Além disso, a possibilidade de analisar uma populacdo, na qual os individuos
exibem parentescos distintos, permite ao mapeamento associativo avaliar uma
populacao de interesse, um germoplasma elite, por exemplo; sendo que as correlagbes
genatipo-fendtipo se estendem a todos os individuos. Nas analises de ligacdo, por outro
lado, os resultados sé@o especificos para o cruzamento. Dessa forma, pode-se concluir
que as informacbes geradas pelo mapeamento associativo sdo assimiladas mais
rapidamente pelos programas de melhoramento (BRESEGHELLO & SORRELS, 2006a;
ZHU et al., 2008).

As andlises de associacdo estdo diretamente relacionadas a extensdo do
desequilibrio de ligagcédo, LD, uma associacdo nao aleatoria de alelos/marcadores de
diferentes locos, ou seja, uma correlacéo de alelos em uma populacéo (FLINT-GARCIA
et al.,, 2003). Os valores de LD dependem do nivel e distribuicdo da diversidade
genética dos individuos envolvidos no estudo, assim como, da quantidade de eventos
de recombinacdo que ocorreram ao longo da histéria evolutiva de cada um deles
(COMADRAN et al., 2009).

O desequilibrio de ligacdo tem sido documentado em diversas espécies
cultivadas, tais como, milho, cevada, arroz, trigo (REMINGTON et al.,, 2001;
KRAAKMAN et al., 2004; IWATA et al., 2007; HORVATH et al., 2009). Para a cana-de-
acucar, tem sido confirmada a existéncia de um elevado nivel de LD (JANNOO et al.,
1999; RABOIN et al., 2008), o qual esta relacionado ao reduzido niumero de geracoes,
entre cinco e sete, que separa as cultivares modernas dos clones fundadores de cana-
de-acucar.

A maior desvantagem do método de mapeamento associativo é a elevada
probabilidade de erros tipo I, devido, principalmente, a presenca de estrutura genética
na populacdo, uma vez que frequéncias alélicas distintas entre subgrupos podem
conduzir a associagoes falsas (FLINT-GARCIA et al., 2003; CARPIO et al., 2011). Por

isso, a presenca de subgrupos na amostra deve ser investigada e seu efeito, incluido no
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modelo de analise para minimizar erros ao estimar os efeitos dos alelos sobre o
fenotipo (BRESEGHELLO & SORRELS, 2006a).

O objetivo do trabalho foi: (1) avaliar a diversidade e o grau de estrutura genética
dentro de um painel associativo de cana-de-acucar, constituido por cultivares e clones
IAC; (2) investigar os padrbes de LD em cultivares de cana-de-agucar; (3) identificar,
por meio da abordagem de mapeamento associativo, marcadores moleculares
correlacionados a resisténcia a ferrugem marrom, doenca disseminada em quase todas
as regides produtoras de cana-de-acucar (ASNAGHI et al., 2004), que pode provocar
perdas de produtividade superiores a 50% em cultivares suscetiveis (MACCHERONI &
MATSUOKA, 2006).

Material e Métodos

Material vegetal
Foram amostrados 83 gendtipos de cana-de-aclcar, incluindo cultivares
comerciais e clones IAC em fase avancada de selecao do Programa de Melhoramento

Cana/lAC. (Tabela 1).

Tabela 1: Genotipos de cana-de-agucar utilizados neste estudo, com seus respectivos

genitores.
Genoétipo® Geni_tqres L Genétipo® Geni.to_res L
FemininoxMasculino FemininoxMasculino
CTC9(V) SP83-1483x? IACSP97-3331(C) RB835486xRB835486
IAC52-150(V) C0419xC0O285 IACSP97-3384(C) RB855113xRB855453
IAC86-2210(V) CP5248xC0O798 IACSP97-3391(C) SP85-1625xSP77-5181
IAC86-2480(V) US71399x? IACSP97-3406(C) SP84-2066xIAC86-3154

IAC87-3396(V) CO740xSP70-1143 IACSP97-4039(C) RB835486xRB855453
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Genotipo!

Genitores
FemininoxMasculino?

Genotipo!

Genitores
FemininoxMasculino?

IAC91-1099(V)

IAC91-2195(V)

IAC91-2218(V)

IACSP02-2074(C)
IACSP93-2060(V)
IACSP93-3046(V)
IACSP93-6006(V)
IACSP94-2094(V)
IACSP94-2101(V)
IACSP94-4004(V)
IACSP95-1218(V)
IACSP95-2078(C)
IACSP95-3028(V)
IACSP95-5000(V)
IACSP95-5094(V)
IACSP96-1005(C)
IACSP96-1066(C)
IACSP96-2008(C)
IACSP96-2019(C)
IACSP96-2042(V)
IACSP96-3048(C)
IACSP96-3056(C)
IACSP96-3060(V)
IACSP96-3076(C)
IACSP96-7506(C)
IACSP96-7569(C)
IACSP96-7586(C)

RB785148x?
RB785148x?
RB855035x?
RB765418x?
SP79-1011x?
SP79-1011x?
SP84-7017x?
SP77-5181xRB785148
SP82-6108xSP77-5181
SP80-3280xRB835486
SP80-185x?
SP80-3280xRB835486
SP84-2060xSP80-185
SP80-3280x?
SP83-2210xSP80-3280
SP80-1842xIAC85-3229
SP80-144x?
SP81-3251xSP84-1192
SP81-5193xSP77-5181
SP84-2025xSP84-7017
SP82-6108x?
SP82-6108x?
SP84-7017x?
SP87-5019xIAC83-1313
SP84-1192xSP80-3280
SP84-7017x?

IACSP97-6682(C)
IACSP97-7018(C)
IACSP97-7065(C)
IACSP97-7074(C)
IACSP97-7077(C)
IACSP97-7543(C)
IACSP98-2030(C)
IACSP98-2053(C)
IACSP98-3020(C)
IACSP98-3021(C)
IACSP98-3099(C)
IACSP98-5010(C)
IACSP98-5046(C)
IACSP98-6202(C)
IACSP98-7043(C)
IACSP99-1305(C)
IACSP99-1308(C)
IACSP99-3009(C)
IACSP99-3085(C)
IACSP99-4007(C)
IACSP99-4008(C)
IACSP99-4010(C)
IACSP99-4011(C)
IACSP99-4013(C)
POJ2878(V)
R570(V)
RB72454(V)

SP84-2066xSP84-7017
SP79-2233xSP84-1192
SP84-2066xIAC86-3154
SP84-7017xIAC86-2210
SP80-1816x1SC86-2210
SP80-185xSP82-3530
SP91-1483xCTC88-13
SP84-7017xS0O80-1842
SP84-2066xSP80-4445
SP81-6115xSP80-3280
SP81-3251xRB785750
F174xSP80-185
SP81-3251xSP82-3697
SP81-3251xIAC91-3111
IAC91-3093xSP82-3530
F175xSP87-432
SP85-1682xSP80-185
CP70-1133xSP83-2847
RB855036xSP80-3280
SP80-3420xSP87-365
SP80-3420xSP87-365
CTC9688xSP87-365
SP84-2025xRB855113
SP84-2025xRB855113
POJ2364xEK28
H393633xM20246
CP5376x?
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Tabela 1: continuagéo

Genétipo’ Genitores o Genétipo® Genitores .,
FemininoxMasculino FemininoxMasculino
IACSP97-2000(C)  SP80-185XSP82-3530 RB835486(V) L6014x?
IACSP97-2020(C) SP84-7017xIAC86-2210 RB855156(V) RB72454xTUC717
IACSP97-2023(C) CTC9662xSP88-607 RB855536(V) SP70-1143xRB72454
IACSP97-2028(C) SP84-2066xSP84-1192 RB867515(V) RB72454x?
IACSP97-2053(C)  SP84-2066XIAC86-3154 RB925211(V) RB855206x?
IACSP97-2055(C) SP84-2066xIAC86-3154 SP70-1143(V) IAC48-65x7?
IACSP97-2084(C) RB855035xSP80-185 SP79-1011(V) NA5679xCO775
IACSP97-2098(C) SP80-185xSP77-5181 SP80-3280(V) SP71-1088xH575028
IACSP97-2109(C)  SP80-185xSP82-3530 SP86-42(V) SP70-1143x?

IACSP97-3313(C) SP77-5181xRB835486

*C clone IAC; V cultivar comercial.
29, gendtipo proveniente de um policruzamento, no qual o genitor masculino é desconhecido.

Avaliacéo fenotipica

Os dados fenotipicos, referentes a severidade a ferrugem marrom, foram obtidos
previamente a partir de experimento conduzido em campo, no periodo de 2010 a 2012,
em area do Centro de Cana, em Ribeirdo Preto, SP (Brasil lat: 21°12'S, long: 47°52' O)
(GONCALVES et al.,, dados nao publicados). O experimento foi montado em
delineamento de blocos completos casualizados, DBC, com trés repeticdes. Sob
condicdes de infeccdo natural, os genotipos foram avaliados durante o ciclo de cana-
planta e cana-soca, sendo os dados submetidos a analise estatistica no programa SAS
(SAS, 2008). Foi utilizado o procedimento PROC MIXED, considerando blocos como
efeito fixo e gendtipos e anos como efeitos aleatdrios para obter a predi¢cdo dos valores
genotipicos em relacdo a média geral, os BLUPs (Best Linear Unbiased Predictors).
Essa metodologia, ao corrigir os valores genotipicos para os demais efeitos fixos do
modelo, reduz os efeitos ambientais sobre o desempenho dos gendétipos e fornece,

portanto, dados mais precisos (RESENDE et al., 1996) para o0 modelo associativo.
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Extracdo e quantificacdo de DNA

A partir de folhas de cada um dos materiais, o DNA total foi extraido de acordo
com a metodologia proposta por AL-JANABI et al. (1999).
A concentragdo de DNA, assim como sua qualidade, foi estimada, visualmente, tendo
como referéncia padrdes de concentracfes conhecidas de DNA do fago A, em gel de

agarose 0.8% (p.v™), corado com brometo de etidio.

Marcadores SSR (Simple Sequence Repeat)

Foram utilizados 79 pares de primers SSR para caracterizar cada material
(Tabela 2). Desse total, 16, com iniciais SMC e Cir, foram desenvolvidos a partir
bibliotecas gendémicas (gSSR) (CORDEIRO et al., 1999; CORDEIRO et al., 2000) e 63,
SCA, SCB, SCC e CV, a partir do banco de seqiéncias expressas do SUCEST (EST-
SSR) (PINTO et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2009; JORDAO JR., 2009).

As reacbes de amplificacdo foram realizadas em um volume final de 15l
contendo 30ng do DNA molde, 0.2uM de cada par de primer, forward e reverse, 100uM
de cada dNTP, 2.0mM MgCl;, 10mM Tris-HCI, 50mM KCI, e 0.5 U de Taq DNA
polimerase.

As condicdes de amplificacdo para os pares de primers SMC e Cir foram
definidas pelo ICSB, International Consortium for Sugarcane Biotechnology, e pelo
CIRAD, Centre de Cooperation Internationale em Recherché Agronomique pour le
Développement, como descrito por GARCIA et al. (2006). Para o primer CV e para 0s
demais EST-SSR, o programa de amplificacéo foi realizado de acordo com JORDAO
JR. (2009) e PINTO et al. (2004), respectivamente.

Os produtos da amplificagdo foram separados por eletroforese em gel de
poliacrilamida desnaturante 5%, utilizando ladder de 10 pb como marcador de peso
molecular. As bandas foram reveladas pela coloracdo com nitrato de prata de acordo

com protocolo estabelecido por CRESTE et al. (2001).
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A fim de automatizar o processo de eletroforese, também foram utilizados
primers marcados com fluoréforos, que permitiram a detecgéo dos produtos de PCR por
sistemas a laser. Neste caso, a extremidade 5 do primer foward foi adicionada a
sequéncia M13 como descrito por SCHUELKE (2000). Essa “cauda M13” hibridiza-se a
outro primer, dito universal, o qual foi marcador com IRDye700 ou IRDye800 e tem
funcdo de foward na reacdo de PCR, apoOs a incorporacdo da sequéncia M13 aos
produtos de PCR, nos primeiros ciclos. Nesse protocolo, as reagcbes de amplificacdo
foram realizadas em um volume final de 15ul contendo 25ng do DNA molde, 5.3pM do
primer forward com cauda M13, 20pM do primer universal M13, 20pM do primer
reverse, 100uM de cada dNTP, 2.0mM MgCl;, 10mM Tris-HCI, 50mM KCI, e 0.5U de
Tag DNA polimerase.

As condicdes de amplificacdo foram: 94°C (5min); 30 ciclos de 94°C (30s)/ 55°C
(45s)/ 72°C (45s); 8 ciclos de 94°C (30s)/ 53°C (45s)/ 72°C (45s) e um ciclo final de
extens&o a 72°C por 10min. Esse protocolo foi utilizado para os pares de primer SCA26,
SCA31 e SCBA40.

A marcacdo com infravermelho permitiu a identificacdo dos fragmentos pelo
aparelho 4300 DNA Analyser (LiCor Biosciences), onde foi realizada a eletroforese, de

acordo com as recomendacdes do fabricante.

Marcadores AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)

Para marcadores AFLP, 300ng de DNA gendmico foram digeridos com as
enzimas EcoRI e Msel, sendo os fragmentos ligados a adaptadores, como exposto por
VOS et al. (1995). Os produtos dessa digestdo foram diluidos 6x em agua ultrapura e
submetidos a pre-amplificacdo com primers complementares aos adaptadores de EcoRI
e Msel, os quais nao continham nucleotideos seletivos na extremidade 3’. As reacdes
de pré-amplificacdo foram realizadas em volume final de 15ul contendo 2ul da diluicdo
6x, 3.33uM de cada par de primer, 167uM de cada dNTP, 2.0mM MgCl,, 10mM Tris-



36

HCI, 50mM KCI, e 1U de Tag DNA polimerase. O programa de pré-amplificacdo incluiu
29 ciclos de 94°C por 30s, 56°C por 1min e 72°C por 1min.

Os produtos dessa reacédo foram diluidos 10x em &gua ultrapura e submetidos a
amplificacdo seletiva com primer seletivo para trés nucleotideos. Foram utilizadas 20
combinacgdes de primers EcoRI/Msel (Tabela 3), sendo que os primers EcoRI foram
marcados com os fluoréforos IRDye700 ou IRDye800. As reacdes com IRDye700 foram
realizadas em um volume final de 10ul contendo 2pl da pré-amplificacdo diluida 10x,
0.05uM do primer marcado e 0.25uM do primer ndo marcado, 267.5uM de cada dNTP,
2.0mM MgCI2, 10mM Tris-HCI, 50mM KCI, e 0.5U de Taqg DNA polimerase. Para
reacfes com IRDye800, foram mantidas essas condi¢cbes, com excecdo do primer
marcado, que foi elevado para 0.07uM. O programa de amplificacdo para a reagao
seletiva seguiu as condi¢des propostas por VOS et al. (1995).

Os produtos de amplificacdo foram separados por eletroforese no aparelho 4300

DNA Analyser (LiCor Biosciences), de acordo com as recomendacdes do fabricante.
Analise de dados

Avaliacao do polimorfismo

O contetdo de informacao polimorfica (PIC) para cada SSR foi calculado

segundo CORDEIRO et al. (2003), de acordo com a expressao:

n n n
PIC=1 —Zpiz —Z z 2pipj?
i=1 i=1 j=i+1
em que pi é a frequéncia do i-ésimo padrédo para o marcador SSR e pj é a freqiiéncia
do j-ésimo (i +1) padrdo. Para marcadores AFLP, devido a natureza dominante desse

marcador, o valor de PIC foi calculado de acordo com a expressao:
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n
PIC=1- Z pi?
i=1

Neste caso, os valores minimo e maximo de PIC sédo 0 e 0.5, respectivamente.

Devido a poliplodia da cana-de-acUcar e a impossibilidade de determinar a
dosagem de cada alelo, para as demais andlises, todas as bandas geradas foram
consideradas como marcadores dominantes, de modo que, cada individuo foi

caracterizado de acordo com a presenca (1) ou auséncia (0) do marcador.

Avaliacdo do desequilibrio de ligacao

Para estimar o desequilibrio de ligacdo, LD, foram utilizados os marcadores
apresentados no mapa unico de ligacdo derivado da populacdo de mapeamento obtida
entre o clone IACSP95-3018 e a cultivar IACSP93-3046 (MANCINI et al., comunicacgao
pessoal), dois materiais desenvolvidos pelo programa de melhoramento genético do
Instituto Agronémico de Campinas.

LD foi obtido em funcéo da associagao entre cada par de marcadores do mesmo
cromossomo, calculado a partir do Teste Exato de Fisher (RABOIN et al., 2008). A
extensdo do LD foi analisada pela dispersdo da distancia (cM) entre esses pares de
marcadores pelo logaritmo negativo de cada P-value. Foi utlizada correcdo de
Bonferroni, dividindo o limite de confiangca a=0.05 (erro do tipo I) pelo nimero de
comparacgOes realizadas, a fim de evitar associagbes entre marcadores devido a

epistasia e outras interacfes de genes nao ligados ao mesmo haplétipo.

Avaliacdo da estrutura genética
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A estrutura genética da populacdo foi examinada por trés metodologias
diferentes: analise filogenética, analise de coordenadas principais (PCoA) e modelo de
agrupamento baseado na estatistica bayesiana.

A analise filogenética foi construida a partir de uma matriz de similaridade (j),
baseada no coeficiente de Jaccard, o qual € considerado mais indicado para comparar
populacdes dentro da mesma espécie (DIAS, 1998). Essa matriz de similaridade foi
convertida em matriz de dissimilaridade (d=1-j), a qual foi utilizada na construcao de um
dendrograma pelo método Neighbour-Joining, NJ (Saitou & Nei, 1987; Gascuel, 1997).
A consisténcia da topologia foi obtida pelo método de bootstrap com 1000 repeticoes.
Para avaliar o método de agrupamento, foi calculado o coeficiente de correlacao
cofenética, que mede o grau de concordancia entre o dendrograma e a matriz de
dissimilaridade original (DIAS, 1998). Todas as analises foram realizadas no programa
DARWIN (PERRIER & JACQUEMOUND-COLLET, 2006), utlizando todos os
marcadores gerados.

A partir da matriz de dissimilaridade (d) também foi realizada a anélise de PCOA,
Andlise de Coordenadas Principais. Essa andlise também foi realizada no programa
DARWIN (PERRIER & JACQUEMOUND-COLLET, 2006), o qual exige uma matriz de
distancias Euclideanas (d’), obtida pela transformacao: d’= d°, em que p é o indice
Euclideano.

O modelo de agrupamento bayesiano foi realizado no programa STRUCTURE
versao 2.3 (PRITCHARD et al., 2000; FALUSH et al., 2003, 2007; HUBISZ et al., 2009).
Foi realizada uma selecao prévia entre os marcadores para evitar aqueles com forte
ligacdo entre si, como recomendado por FALUSH et al. (2003). Para SSR, apenas
marcadores previamente mapeados (GARCIA et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2007;
MANCINI et al.,, 2011, comunicacdo pessoal) e localizados em grupos de ligacao
distintos foram escolhidos. Dentre estes, apenas o alelo mais frequente de cada loco foi
selecionado, como proposto por CARPIO et al. (2011). Essa andlise utilizou 36
marcadores SSR. Para AFLP, foram utilizados apenas os marcadores com frequéncia
maior que 5% e menor que 95%, o que representou 427 marcas. Como configuragdes,

0s gendtipos foram considerados hapléides e nenhuma informacdo prévia sobre a
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origem dos cultivares foi inserida. Foram escolhidos 0 modelo admixture, no qual cada
individuo pode ter ancestrais em mais de uma populagéo, e a opcao de frequéncias
alélicas correlacionadas entre popula¢des, uma vez que ha uma ancestralidade comum
para muitos dos genoétipos amostrados. Inicialmente, avaliou-se a hipdtese de K,
namero de subgrupos, variando de 1 a 10. Para cada K, o agrupamento mais provavel
foi obtido a partir de 200000 interacbes MCMC, Monte Carlo Markov Chain, ap6s um
periodo de 100000 interacdes iniciais (periodo de burnin). Para verificar a consisténcia
dos resultados, o programa foi executado 10 vezes para cada hip6tese de K. Os
resultados de todas as corridas foram transferidos para o programa STRUCTURE
HARVESTER v. 0.6.92 (EARL, 2011), o qual determinou 0 nimero mais provavel K, de
acordo com EVANNO et al. (2005).

Anélise de associacao

A associacao entre polimorfismo genético e variacdo fenotipica foi realizada no
programa SAS (SAS, 2008), de acordo com a metodologia de regressdo multipla
stepwise, segundo o modelo:

y=a +bix1 +boXs + ... + bpx, +€

em que y representa 0os BLUPs, referente as observagdes fenotipicas; a, o intercepto da
equacao; x corresponde aos n marcadores moleculares; b, a b, séo coeficientes de
regressao, que especificam a relacéo entre y e x; e € o vetor de efeitos residuais. Foram
incluidos, na analise, apenas marcadores com frequéncia alélica maior que 5% e menor
que 95%, o que representou 922 marcas, sendo 427 do tipo AFLP e 495 do tipo SSR.
Para manter graus de liberdade na variavel residuo, o modelo foi aplicado a grupos de
até 50 marcadores e aqueles relacionados a y, a nivel de significancia a=0.05, foram
submetidos a outra rodada stepwise. ApOs quatro rodadas stepwise, determinou-se, por
meio de regressao linear, o efeito em conjunto e isolado das marcas selecionadas sobre

o fendtipo.
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Para avaliar a contribuicdo dos efeitos de estrutura da populacgédo, foi testada a
interacdo entre 0s marcadores significativamente associados e o0s subgrupos
detectados pelo programa STRUCTURE e pelo dendrograma, de acordo com a
expressao:

y= subgrupo +x +subgrupo*x +e

A auséncia de interacdo marcador*grupo significativa (P< 0.05) indicaria que os
efeitos dos marcadores eram independentes da base genética dos individuos, enquanto
a presenca dessa interacdo recomendaria a observacdo da correlacdo, fenoétipo e
genatipo, dentro do subgrupo (SHARMA, 2009).

Resultados

Diversidade genética

Os 79 primers SSR detectaram um total de 550 alelos polimérficos. O nimero de
alelos por SSR variou de 1 (SCB303) a 19 (CVv38), com média de 7 alelos por SSR. O
valor de PIC variou de 0.30 (SCC47) a 0.93 (CV38), com um valor médio de 0.70
(Tabela 2).

Para AFLP, as 20 combinacfes seletivas geraram 465 fragmentos polimérficos.
O numero de fragmentos por combinacéo variou de 12 (M60/E33) a 36 (M48/E33), com
uma média de 23. O valor de PIC deste marcador variou de 0.27 (M58/E35) a 0.42
(M47/E37), com uma média de 0.34 (Tabela 3).

Ambos marcadores produziram, portanto, 1.015 marcas polimorficas, sendo que
suas frequéncias na populacdo foram distribuidas entre 1.3 a 98.8%, com uma média
de 45.6%.
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Tabela 2: Detalhes dos 79 SSR polimorficos. Total de alelos polimérficos, faixa de
tamanho (pb) dos alelos e conteddo de informacao polimorfica (PIC) para

cada SSR.

SSR n®de alelos bp PIC SSR n°de alelos bp PIC
cir1! 9 128-182  0.83 SCB222* 4 247-271  0.58
Cira* 7 237-247  0.78 SCB225* 7 204-231  0.79
Cir12' 12 241-284  0.88 SCB227* 7 197-219  0.75
Cir14' 9 203-232  0.83 SCB228* 4 203-212  0.65
Cir23' 8 236-278  0.80 SCB246* 4 156-195  0.53
Cirs1' 6 231-262  0.69 SCB248* 12 270-355  0.87
Cirs6" 9 128-161  0.82 SCB252* 3 194-200  0.53
Cir74* 5 207-229  0.70 SCB256* 3 210-238  0.44
cv3g’ 19 97-203 0.93 SCB259* 6 226-264  0.77
SMC1047HA? 12 115-146  0.88 SCB262* 5 255-270  0.64
SMC119CG*® 7 102-130  0.82 SCB285* 15 114-193  0.90
SMC2017FL? 10 200-246  0.85 SCB292* 2 161-165  0.37
SMC2039FL? 11 249-287  0.85 SCB297* 5 180-195  0.75
SMC236CG* 11 141-249  0.86 SCB303* 1 197 -

SMC31CUQ? 11 135-176  0.83 SCB307* 5 193-208  0.70
SMC448MS® 4 180-199  0.66 SCB309* 8 161-213  0.79
SMC477CG® 2 133-134  0.38 SCB310* 5 204-214  0.70
SCA26* 180-203  0.74 SCB312* 13 194-273  0.87
SCA31* 206-225  0.76 SCB381* 13 192-252  0.86
ScA48* 11 231-289  0.80 SCB423* 208-266  0.82
SCA53* 12 170-215  0.88 SCB436* 182-229  0.82
SCB06° 5 152-174  0.70 scco1® 15 245-293  0.90
SCB07° 14 207-297  0.91 SCCO05° 10 139-191  0.80
scBi14* 274-301  0.85 scc19? 8 229-271  0.79
scB27! 212-200  0.73 sccz2! 5 160-198  0.65
ScB40* 150-170  0.62 scca4! 4 162-172 051
sScB43* 3 598-613  0.52 sccas? 4 252-277  0.58
scB4s* 10 70-132 0.84 sccee’ 2 163-179  0.37
sces2’ 5 244-263  0.73 sccas? 4 120-138  0.55
SCB130* 9 110-144  0.81 sccae* 6 220-237  0.75
SCB174* 7 192-212  0.80 scca4t 2 180-191  0.34
SCB181* 9 153-184  0.84 scca7* 2 154-158  0.30
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Tabela 2: continuagéo

SSR n°de alelos bp PIC SSR n°de alelos bp PIC
SCB188* 3 181-205 0.53 sccs0* 3 212-218 0.58
SCB189* 9 - 0.84 scceo* 9 154-175 0.81
SCB191* 5 206-222 0.71 scce7! 5 305-332 0.62
SCB194* 4 175-187 0.62 sccr7! 7 161-179 0.75
SCB210* 5 162-201 0.53 sccel! 2 146-149 0.32
SCB213* 10 287-322 0.84 sccea! 5 229-243 0.46
SCB218* 3 294-309 0.58 scco1’ 2 232-248 0.32
SCB219* 11 160-225 0.81

Total de alelos: 550 N° médio de alelos: 7 N° médio de PIC: 0.70

Sequéncia de pares de primer e condi¢des de hibridizacéo estabelecidas por: * CORDEIRO et al. (2000).
2 JORDAO JR. (2009). > CORDEIRO et al. (1999). * OLIVEIRA et al. (2009). °> PINTO et al. (2004).
*Comunicagédo pessoal A. P. de Souza (anete@unicamp.br).

Tabela 3: Detalhes das 20 combinacBes de AFLP polimoérficas. Total de fragmentos
polimérficos, faixa de tamanho (pb) dos fragmentos e conteddo de
informacdo polimorfica (PIC) para cada combinacéo de AFLP.

Combinacéao Combinacéao

n°de n°de

(Al\/T;eIT/EcoRD bandas 7" Pie (Al\/%eF;/EcoRl) bandas  P° Pie
M48/E33 36 127-578  0.32 M56/E40 22 140-425 0.32
M56/E35 34 40-600 0.39 M56/E37 22 76-574 0.35
M60/E37 33 56-515 0.35 M56/E36 20 170-510 0.35
M58/E40 30 120-500 0.31 M48/E37 20 106-305 0.31
M47/E37 29 65-683 0.42 M58/E37 20 95-552 0.36
M58/E33 26 95-395 0.35 M56/E33 19 52-235 0.32
M58/E38 25 120-620 0.32 M59/E37 16 41-136 0.39
M58/E32 24 150-460 0.37 M62/E37 16 192-292  0.37
M56/E41 23 130-640 0.31 M58/E35 15 167-460 0.27
M58/E39 23 110-630 0.29 M60/E33 12 76-307 0.38
Total de fragmentos: 465  N° médio de fragmentos: 23 Valor médio de PIC: 0.34

A similaridade genética (SG), baseada no coeficiente de Jaccard, para cada par
de gendtipos variou de 0.38, entre IACSP97-6682 e RB925211; a 0.64, entre IACSP97-
2020 e IACSP97-7074, que sdo irmaos completos. A SG média da popula¢ado analisada
foi 0.47.
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Desequilibrio de ligacéo

Foram realizados 999 testes exatos de Fisher, correspondendo a todas as
comparagbes 2 x 2 dos marcadores moleculares do mapa integrado de ligacdo
IACSP95-3018 x IACSP93-3046. O grafico de dispersdo da associacdo entre dois
marcadores em funcao da distancia entre eles permitiu visualizar rapido decaimento de

ligacdo entre marcadores acima de distancias de 40cM (Figura 1).

60
50 E

0 50 100 150 200 250 300 350 400
Distancia (cM)

Figural: LD como funcdo da distancia genética em centimorgan (cM). LD foi medida
como logaritmo negativo de p-value do Teste Exato de Fisher. Foram inseridas
999 associacdes par a par de marcadores SSR e AFLP.

Ap6s correcdo de Bonferroni, com a=5.10" para cada teste e nivel de
significancia conjunta a=0.05, foram obtidas 478 associac¢bes significativas (Tabela 4),
das quais 391 (82%) ndo ultrapassaram a distancia de 40cM entre os pares de

marcadores.

Tabela 4: Numero de pares de marcadores, associados significativamente pelo teste
Exato de Fisher de acordo com a distancia entre os marcadores. A corregcéo
de Bonferroni determinou limite de significancia de a=5.10".

Distancia (cM) de marcadores associados (2x2)

0-10 11-20 21-30 31-40 41-50 >50 Total
N° associacdo (2x2) 83 137 101 70 26 61 478
% 0.17 0.29 0.21 0.15 0.05 0.13 1.00
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Anédlise de estrutura genética

O dendrograma obtido pelo método NJ apresentou um bom ajuste em relacéo a
matriz de dissimilaridade, uma vez que o coeficiente de correlagdo cofenética foi 0.88.

O dendrograma permitiu identificar visualmente trés subgrupos (Figura 2).

|
| 01

Figura 2: Agrupamento de 83 gendtipos de cana-de-agucar baseado na matriz de
dissimilaridade (1-j), obtida a partir do coeficiente de similaridade de Jaccard

(). O método neighbour-joining, NJ, foi utilizado para estabelecer o
dendrograma.



45

De acordo com os dados genealdgicos do programa Caiana do IAC, 0s grupos
formados apresentam diversos individuos que sao meios-irmaos ou irmaos completos.
No grupo 1, por exemplo, as cultivares IACSP95-5094, IACSP96-7569, IACSP98-3021,
IACSP96-1005 e IACSP95-1218, IACSP99-3085 sdo meias-irmas e foram agrupados
juntamente com sua genitora feminina, SP80-3280. Da mesma forma, a cultivar
RB835486 foi alocada junto a suas progénies IACS97-4039, IACSP95-1218 e
IACSP97-3331. A cultivar SP70-1143 também estd nesse grupo, assim como suas
progénies SP86-42, RB855536 e IAC87-3396. Ainda sdo meias-irmas IACSP96-3060 e
IACSP96-3056, assim como I|ACSP99-1308, IACSP97-2084 e IACSP98-5010,
IACSP97-7543, IACSP97-2109, sendo estas duas Ultimas, irmas completas. No grupo
2, a cultivar SP79-1011 apareceu mais relacionada a suas progénies, IACS93-3046 e
IACSP93-6006, assim como a cultivar IAC86-2210, a suas progénies IACSP97-7077,
IACSP97-2020 e IACSP97-7074. Estas duas Ultimas cultivares também compartilham a
genitora SP84-7017, a qual também é genitora de IACSP98-2053, IACSP96-3048,
IACSP94-2094, IACSP96-3076 e IACSP 97-6682. Também estdo reunidas as meias-
irmas IACSP997-3391, IACSP94-4004, IACSP97-3313, IACSP94-2101, IACSP97-2098
e IACSP96-2042; IAC91-2195 e IAC91-1099; e IACSP97-2028 e IACSP97-6682, que
tem como genitoras SP77-5181; RB785148 e SP84-2066, respectivamente. Nesse
grupo, sao irmas completas IACSP99-4008 e IACSP99-4007, derivadas de SP80-3420
e SP87-365, e IACSP97-7065, IACSP97-2053, IACSP97-3406 e IACSP97-2055,
originadas do cruzamento entre IAC86-3154 e SP84-2066. Esta ultima também é
genitora das cultivares IACSP97-2028 e IACSP84-2066. No grupo 3, estdo reunidas as
meias-irmas IACSP98-3099 e IACSP98-6202; e IACSP97-2000 e IACSP98-7043,
provenientes das cultivares SP81-3251 e SP82-3530, respectivamente. As cultivares
IACSP99-4013 e IACSP99-4011 sao irmds completas, derivadas do cruzamento entre
SP84-2025 e RB855113. Nesse grupo ainda estédo reunidas RB855156 e sua genitora
RB72454. Dentro de cada grupo, os valores de similaridade genética foram SG=0.49,
SG,=0.47 e SG3=0.48.

As analises de coordenadas principais (PCoA) também contribuiram para

elucidar os subgrupos existentes na populacédo (Figura 3). Nessa representacao, as
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cultivares foram identificadas com cores diferentes de acordo com o agrupamento do
dendrograma (K=3), o que demonstrou correspondéncia entre as duas analises, com
maior diferenciacdo entre o grupo 1 e o grupo 2. Os resultados da andlise de PCoA
mostraram que 0s dois primeiros eixos explicaram 5.71% e 4.85% da variabilidade
existente na populagdo, respectivamente, € mesmo 0S Cinco primeiros eixos

identificaram apenas 23.18% da diversidade.

Eixo 1: 5.71%

Eixo 2: 4.85%

Figura 3: Agrupamento de 83 gendtipos de cana-de-agUcar pelo método de PCoA. Séo
exibidos os dois primeiros eixos, que explicaram 10.56% da variabilidade
existente na populacao avaliada.

Os resultados obtidos pelo programa STRUCTURE mostraram a existéncia de 2

subgrupos na populacgéo, (K=2), valor de K no qual “Delta K” € maximo (Figura 4).
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Figura 4: Numero de subgrupos no painel de mapeamento associativo. O maior valor de
“Delta K” indicou K=2.

A distribuicdo dos genoétipos nos 2 grupos, assim como a porcentagem do

genoma compartilhada com o outro grupo, é mostrada na Figura 5.

_— Grupo 1 Grupo 2

0.0

0.60

0.40

0.20

0.00

Figura 5: Agrupamento de 83 gendtipos de cana-de-acUcar pelo programa
STRUCTURE. O genoma de cada individuo esta segmentado de acordo
com a fracdo de seu genoma (eixo vertical) compartilhada com o outro
grupo.

Nesta andlise, no grupo 1 foram reunidos todos os individuos agrupados no
grupo 1 do dendrograma, com excec¢do dos individuos IACSP96-7586 e IACSP97-7018.
Ainda no grupo 1 foi alocado a maioria dos representantes do grupo 2 do dendrograma,
com excecao dos materiais CTC9, IACSP96-7506, IACSP98-5046 e IACSP98-6202. Ja
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0s genotipos do grupo 3 do dendrograma, exceto IACSP93-3046, IACSP93-6006,
IACSP95-5000, IACSP97-3391, IACSP98-2053, IACSP99-4010 e SP79-1011, foram

reunidos no grupo 2.

Anélise de associacao

A andlise de regressdo stepwise identificou seis marcadores associados
significativamente a resposta a ferrugem marrom com P<0.05, os quais explicaram,
conjuntamente, 43.96% da variacdo fenotipica, sendo que o efeito individual das
marcas oscilou entre -0.37 (R? = 0.05) e 0.24 (R?> = 0.08) (Tabela 5). As marcas
SCC60.8, SCA31.3, M56/E35 e M56/E37 tiveram efeito positivo sobre as notas de
severidade e estdo, portanto, associadas a suscetibilidade a essa doenca, enquanto
SCB14.9 e M56/E33 exibiram efeito negativo e estédo ligadas a resisténcia. Esta ultima
marca, no entanto, mostrou-se associada ao fenotipo apenas quando analisada
individualmente e n&o exibiu essa correlagdo na presenca dos outros marcadores, 0
gue poderia indicar desequilibrio de ligacdo entre M56/E33 e SCB14.9, sendo este mais
importante para a resisténcia, ou interacdes epistaticas que minimizam a agdo desse
loco. O efeito individual, ndo significativo, do loco SCC60.8 também sugere a existéncia
de epistasia, que neste caso acentuaria a participacdo desse marcador no fenétipo. Os
efeitos da estrutura populacional ndo interferiram significativamente, P<0.05, na

deteccao de marcadores associados a caracteristica de interesse.
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Tabela 5: Regressao stepwise para marcadores moleculares associados com ferrugem
marrom a P<0.05. Os efeitos da estrutura populacional sdo indicados pela
interacdo marcador*subgrupo. Os subgrupos foram determinados pelo
dendrograma (D) e pela analise bayesiana (S).

parador Seo e ol BelE pol| R e
Agdo conjunta das Acéo individual das marcas D S
marcas
SCC60.8 0.36751 0.0008 0.17866 0.1553  0.0254 0.8142 0.6673
SCA31.3 0.2912 0.0017 0.2532 0.0244  0.0657 0.5532  0.4495
M56/E35 0.285997 0.0004 0.24105 0.0094 0.0813 0.9232  0.5136
M56/E37 0.23591 0.0034 0.19891 0.0408  0.0526 0.1092  0.8732
M56/E33 -0.22239 0.0615 -0.29617 0.0339  0.0564 0.2232  0.0700
SCB14.9 -0.48181 0.0011 -0.36849 0.0400 0.0517 0.3521  0.3057
R? 0.4396
F 0.83 <0.0001

Discussao

Marcadores SSR e AFLP tém sido utilizados em muitos trabalhos para avaliar a
diversidade genética em cana-de-acucar (LIMA et al., 2002; CORDEIRO et al., 2003;
PAN, 2006; PINTO et al.,, 2006; CRESTE et al., 2010; DUARTE FILHO et al., 2010;
SINGH et al., 2011). De fato, ambos marcadores apresentam elevada capacidade de
detectar polimorfismo, o que pode ser observado pelo alto valor de PIC. O valor médio
de PIC detectado por SSR neste estudo, 0.7, foi superior aos observados por DUARTE
FILHO et al. (2010), 0.57, e SINGH et al. (2011), 0.53; e inferior aos exibidos por PAN
(2006), 0.75, e PINTO et al. (2006), 0.78. O valor médio de PIC detectado por AFLP
(0.34) foi similar a 0.32, apresentado por CRESTE et al. (2010). Além dos distintos
locos utilizados nesses trabalhos, essas diferencas se devem, também, as diferentes
populagcdes amostradas, que incluiam espécies selvagens do género Saccharum,
clones e cultivares comerciais de cana-de-aclUcar de diferentes programas de
melhoramento do Brasil, EUA e india (PAN, 2006).
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O valor de similaridade genética médio entre os gendtipos do painel associativo,
0.47, indicou que o material é diverso. Esse valor é contrastante ao relatado por
DUARTE FILHO et al. (2010), que obtiveram similaridade de 0.78, ao analisarem uma
populacdo de cultivares RB, desenvolvidos pelo programa de melhoramento da Rede
Interuniversitaria para Desenvolvimento do Setor Sucroenergético (Brasil). No entanto,
€ relevante ressaltar que esses autores avaliaram apenas 30 gendtipos, enquanto no
presente trabalho foram amostrados 83.

Além do baixo nivel de similaridade genética, a diferenciacdo do material
avaliado também foi evidenciada analise de coordenadas principais (PCoA). Os baixos
valores das porcentagens da variabilidade explicados pelos eixos 1 e 2, 5.7% e 4.9%,
respectivamente (Figura 2), indicaram que as coordenadas principais foram incapazes
de resumir a diversidade. Para a cultura de feijdo, que possui 2 conjuntos génicos
principais (CORTES et al., 2011), BLAIR et al. (2009), por esse tipo de analise,
conseguiram explicar mais de 85% da variabilidade existente em um painel de 604
genotipos.

Apesar da diversidade observada, a base genética de cana-de-acUcar €, na
verdade, estreita e reflete a origem dos programas de melhoramento genético dessa
cultura, nos quais as atuais cultivares sdo derivadas de menos de 20 gendétipos, todos
provenientes dos programas de melhoramento de Java e india (LANDELL &
BRESSIANI, 2008). No entanto, como as atuais cultivares de cana-de-agUcar s&o
hibridos interespecificos, derivados, principalmente, do cruzamento entre Saccharum
officinarum e Saccharum spontaneum, elas apresentam genoma altamente poliploide,
com cerca de 8-14 coépias de cromossomos homo(eo)logos, e locos altamente
heterozigoticos (AITKEN et al., 2005). Isso representa grande potencial na formacéo de
combinacdes genéticas diferentes, o que significa populacdes muito segregantes. Neste
trabalho, por exemplo, de acordo com o programa Caiana e analisando apenas as duas
primeiras geracgdes, 0s genoétipos SP80-185, SP70-1143, SP82-3530, RB72454, SP82-
6108, RB835486, SP84-1192, SP80-1842, SP71-1088, H575028, RB855035, SP84-
7017, POJ2878 e SP84-2025 apareceram na composicdo de individuos localizados em

grupos distintos do dendrograma. Além disso, as cultivares SP80-3230, SP70-1143,
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SP80-185, RB72454, SP84-7017, SP77-5181, SP84-2066 eram genitores de pelo
menos cinco individuos diferentes.

Estimado em 18.000cM (AITKEN et al.,, 2005; REFFAY et al., 2005), o
comprimento total elevado do genoma das atuais cultivares de cana-de-acUcar cria
dificuldades ao mapeamento, uma vez que é necessario utilizar um grande namero de
marcadores para cobrir todos cromossomos (ZHANG et al., 2009). ROSSI et al. (2003),
por exemplo, com emprego de 1123 marcadores, derivados de genes analogos a
resisténcia, AFLPs, RFLPs, SSRs e isoenzimas, obtiveram um mapa de ligacdo que
identificou somente cerca de 50% do genoma da cultivar R5700. Todavia, para
populacdes de cana-de-agucar, como a apresentada neste trabalho, serd possivel
identificar marcadores associados a caracteres, sem extensa cobertura do genoma,
pois os elevados valores de desequilibrio de ligacdo (LD) indicaram, principalmente,
hapl6tipos da ordem de 11-30cM (Tabela 4). Em cana-de-agucar, elevado nivel de LD
também foi relatado por JANNOO et al. (1999) e RABOIN et al. (2008) e esta
claramente relacionado a histéria recente dos programas de melhoramento, nos quais é
comum 0s genotipos apresentarem pedigree composto, em média, por 5 a 7 geracgdes,
ou seja, 5-7 meioses (JANNOO et al.,, 1999). O numero limitado de eventos de
recombinagcdo mantém os blocos génicos e, dessa forma, um gene, que controla um
fendtipo de interesse, pode estar correlacionado a uma série de marcadores. Apesar
desse beneficio, o elevado LD restringe a resolucdo do mapeamento, uma vez que
associagoes entre gene e marcador, se separados por algumas dezenas de cM, podem
ser perdidas por recombinacéao.

A complexidade do genoma da cana-de-agucar também se reflete no momento
de determinar o nimero de subgrupos existentes na populacdo. HUANG et al. (2010)
argumentam que ndo ha um programa para estrutura genética que incorpore todas as
caracteristicas dessa planta. Por isso, foi importante apresentar trés metodologias de
agrupamento, uma baseada na estatistica bayesiana, implementado no programa
STRUCTURE, e duas baseadas em dissimilaridades genéticas: as analises de
coordenadas principais (PCoA), que fornecem uma representacao geral da diversidade

presente na populacédo e ndo estdo restritas a relacdes entre os individuos em termos
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de genealogia, que, todavia, sdo o foco dos métodos de filogenia (PERRIER &
JACQUEMOUND-COLLET, 2006). Também, por meio dessas analises, BUTTERFIELD
(2007), ao avaliar 77 genétipos do programa de melhoramento SASRI (South Africa
Sugarcane Research Institute), identificou 2 subgrupos, enquanto para materiais do
programa Cana/lAC, este trabalho, assim como o apresentado por LOPES (2011),
identificou 3 subgrupos. Esses trabalhos evidenciam o papel decisivo dos programas de
melhoramento na estruturacdo genética em culturas submetidas a sele¢des artificiais. O
método de PCoA ndo mostrou grande diferenciacdo visual entre 0os genétipos, o que
limitou o agrupamento dos individuos, por isso, na andlise de associacdo foram
utilizados apenas os resultados do dendrograma e do programa STRUCTURE. No
entanto, a auséncia de interacdes entre marcadores moleculares e 0os subgrupos
(Tabela 4) indicaram que os efeitos provenientes de estrutura populacional ndo tém
participacédo significativa nas associagdes estabelecidas neste trabalho.

Individualmente, os marcadores associados a severidade da ferrugem marrom
tiveram pequeno efeito sobre a proporcdo da variacdo fenotipica total explicada (R?),
que variou entre 2,5 e 8%. Efeitos dessa magnitude foram relatados por HOARAU et al.
(2002), AITKEN et al. (2006) e AITKEN et al. (2008), que identificaram R? de 3 a 10%
para caracteres ligados a producdo de biomassa, e podem estar relacionados a
natureza polipléide da cana-de-aclcar, em que a presenca de um grande numero de
alelos por loco confere, & maioria dos caracteres, padrdo de heranca quantitativa, na
qual um Unico alelo tem influéncia restrita sobre a variacao fenotipica total (AITKEN et
al., 2008). Para a ferrugem marrom, DAUGROIS et al. (1996) observaram segregacéao
de 3:1 para resisténcia a essa doengca em uma progénie de 141 individuos derivada da
auto-fecundagéo da cultivar R570, sugerindo a presenca de um alelo dominante de
efeito maior, no entanto, RAMDOYAL et al. (2000) também afirmaram a existéncia de
alelos, de efeito menor, atuando de maneira quantitativa. A heranca quantitativa e as
interacdes epistaticas tornam a identificagdo de marcadores moleculares associados a
caracteristicas agrondmicas importantes um desafio ainda maior. Por isso sao
importantes os esforcos para saturar o genoma da cana-de-aglcar com marcadores

moleculares e unir as estratégias de mapeamento associativo e mapeamento bi-
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parental, visando encontrar marcadores com potencial para guiar e acelerar 0 processo

de selecéo dos programas de melhoramento genético.

Conclusdes

Como conclusdes, nossos resultados apontaram que o painel de cana-de-agucar
avaliado apresentou extenso desequilibrio de ligacdo e elevada diversidade. Foi
possivel identificar marcadores moleculares associados a resisténcia a ferrugem
marrom, SCB14.9 e M56/E33, e a suscetibilidade, SCC60.8, SCA31.3, M56/E35 e
M56/E37. As correlagBes fendtipo-genotipo foram corrigidas para o efeito da estrutura
populacional, mas este ndo influenciou, significativamente, as interacbes. Como a
populacdo amostrada incluiu importantes materiais em fase avancada de selecdo do
Programa de Melhoramento Cana/lAC, as associacfes entre marcador e fendtipo
detectadas serdo validadas, visando utiliza-las para orientar decisbes durante o

processo de selecao.
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