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PARAMETROS GENETICOS E MAPEAMENTO ASSOCIATIVO DE
CARACTERISTICAS TECNOLOGICAS DE CANA-DE-ACUCAR EM TRES
EPOCAS DE COLHEITA

RESUMO - O conhecimento dos teores de Pol e fibra tem por finalidade avaliar
a qualidade da matéria-prima, seja para a producdo de agucar ou co-geracdo de
energia na propria usina ou producao de etanol de segunda geracédo. As cultivares de
cana-de-acucar possuem diferentes periodos de maior acumulo de sacarose,
podendo ser no inicio, meio ou fim de safra. Como o periodo de safra se estende de
abril até novembro, h4 influéncia das esta¢des de ano (outono, inverno e primavera)
provocando mudancas de temperatura e regime de chuvas. Portanto, a avaliacdo de
experimentos em diferentes épocas de colheita € importante para identificar em qual
periodo da safra 0s genoétipos possuem maior acumulo de sacarose. Diante deste
contexto, o ranqueamento dos gendtipos por época de colheita baseado nos valores
genéticos preditos de Pol e fibra é de grande utilidade para fins de selecdo- Além disto,
a identificacdo de genes associados a caracteristicas sob diferentes condicfes € de
grande contribuicdo para a obtencdo de novas cultivares pelos programas de
melhoramento. Com isto, por meio do mapeamento associativo € possivel detectar
genes associados aos fenotipos utilizando métodos estatisticos. Sendo assim, o
presente trabalho teve os seguintes objetivos: predizer os valores genéticos de 100
genaotipos e estimar os parametros genéticos de Pol e fibra em trés épocas de colheita
e identificar marcadores AFLP associados a Pol e fibra usando o método Bayes Crr.
Foram conduzidos trés experimentos, cada um correspondente a uma época de
colheita nos agricolas de 2014/2015 e 2015/2016. O ordenamento dos genotipos por
cada época de colheita foi realizado mediante os valores genéticos preditos. Para a
variavel fibra do grupo 1, o IN8458 foi 0o que obteve o maior teor de fibra para as trés
épocas de colheita. Enquanto que o US571415 apresentou o maior teor de Pol. No
grupo 2, a IACSP972084 apresentou o maior teor de fibra e a IACSP043150, o maior
valor de Pol para a andlise conjunta. Para a identificacdo das associacdes entre
marcador e fenétipo, foi avaliada a estrutura genética aplicando marcadores AFLP ao
painel composto pelos 100 gendtipos de cana-de-acucar pertencentes ao banco de
germoplasma do Centro de Cana do Instituto Agrondmico de Campinas. A analise de
associacao foi conduzida pelo método Bayes Crr a partir das 640 marcas polimoérficas
obtidas pela genotipagem. Do total de marcas significativamente associadas com Pol,
39 marcas tiveram efeito ao menos em duas épocas de colheita. Ja para fibra,
observou-se 12 marcas com efeito ao menos em duas épocas. As marcas AFLP 418,
AFLP 435 e AFLP 700 tiveram associagfes em mais de uma época para a variavel
Pol. Enquanto que para fibra, houve apenas a marca AFLP 520 com associacao para
trés épocas. Quanto a variacao fenotipica explicada pelos marcadores, foram 99,51%,
99,75%, 97,56% e 94,49 para as épocas 1, 2 e 3 (ano agricola 2014/2015) e época 3
(2015/2016), respetivamente. As marcas significativamente associadas as épocas 1,
2, 3 e 3(2016) explicaram 97,83%, 94,82%, 68,44% e 74,66%, respectivamente da
variacao fenotipica.

Palavras-chave: estrutura populacional, analise bayesiana, Pol, fibra, maturacéo



GENETIC PARAMETERS AND ASSOCIATION MAPPING IN TECHNOLOGICAL
CHARACTERISTICS OF SUGARCANE IN THREE HARVEST SEASONS

ABSTRACT - The knowledge of Pol and fiber contents aims to assess the
quality of the raw material either for production of sugar or co-generation of energy in
the industry itself or production of second generation ethanol. The cultivars of
sugarcane have different periods of higher accumulation of sucrose and may be at the
beginning, middle or end of harvest. As the harvest period extends from April to
November, there is influence of the seasons (autumn, winter and spring) caused by
changes in temperature and rainfall. Therefore the evaluation of experiments in
different harvesting times is important to identify in which period of the crop the
genotypes have greater accumulation of sucrose. In this context the ranking of
genotypes per harvest season based on predicted genetic values of Pol and fiber is a
great utility for selection purposes. In addition, the identification of genes associated
with characteristics under different conditions is a great contribution, in terms of to
obtain new cultivars by breeding programs. Thus, through association mapping it is
possible to detect genes associated with phenotypes using statistical methods. The
present study aimed to predict the genetic values of 100 genotypes and to estimate
the genetic parameters of Pol and fiber at three harvest seasons and to identify AFLP
markers associated to Pol and fiber using the Bayes C1 methodology. Three different
experiments, each one correspond a different harvesting season, were carried out in
two crops season, 2014/2015 and 2015/2016. The ordering of the genotypes for each
harvesting season was performed using predicted genetic values. For the group 1 fiber
variable IN8458 was the one that obtained the highest fiber content for the three
harvest periods. While US571415 presented the highest Pol content. In group 2
IACSP972084 had the highest fiber content and IACSP043150 the highest Pol value
for the joint analysis. For the identification of the associations between marker and
phenotype the genetic structure was evaluated by applying AFLP markers to the panel
composed of 100 sugarcane genotypes belonging to the germplasm bank of the Cane
Center of the Agronomic Institute of Campinas. The association analysis was
conducted by the Bayes Cm method from the 640 polymorphic tags obtained by
genotyping. Of the total of markers significantly associated with Pol 39 brands had
effect in at least two harvesting seasons. For fiber we observed 12 marks with effect
in at least two periods. The AFLP 418 AFLP 435 and AFLP 700 brands had
associations in more than one season for the Pol variable. Whereas for fiber there was
only the AFLP 520 brand with association for three seasons. The phenotypic variation
explained by the markers was 99.51% 99.75% 97.56% and 94.49 for seasons 1 2 and
3 (agricultural year 2014/2015) and season 3 (2015/2016), respectively. Significantly
associated with seasons 1 2 3 and 3 (2016) explained 97.83% 94.82% 68.44% and
74.66% respectively of the phenotypic variation.

Keywords: Population structure, Bayesian analysis, Pol, fiber, maturation



CAPITULO 1 -

1 INTRODUCAO GERAL

O Brasil, seguido por india e China sdo os maiores produtores de cana-de-
acucar com 661 milhdes toneladas, 353 milhdes toneladas e 130 milhdes toneladas,
respectivamente (OECD-FAO, 2016). Segundo dados da FAO (2016), a &rea mundial
cultivada com cana-de-acucar é de 22 milhdes de hectares representada por cerca de
120 paises. Dessa forma, a cultura da cana-de-agUcar possui grande importancia no
setor sucroalcooleiro, sendo responsavel por mais da metade do acgUcar
comercializado no mundo. Além disto, o uso de biocombustiveis como alternativa
energética contribui para o destaque desta cultura, colocando o Brasil como segundo
maior produtor de etanol com 31% da producdo mundial, estimada para 2024, logo
atras dos Estados Unidos com 42% (OECD-FAO, 2015).

Dados de producao apresentados pela Conab (2016) no ultimo levantamento,
preveem producédo para a safra 2016/2017 de 694.544,8 mil toneladas de cana, um
aumento de 4,4% em relacdo a safra anterior, em que foram colhidas 665.586,2
milhdes de toneladas. Baseado nestas estimativas de aumento de producéo de cana,
€ importante ressaltar a qualidade da matéria-prima para a industria sucroalcooleira.
Sendo assim, na histéria do melhoramento sempre buscou-se a obtencdo de
genaotipos ricos em sacarose ao invés de fibra, como no século XIX, periodo em que
variedades como a caiana e manteiga possuiam altos teores de sacarose, mas
apresentavam pouca fibra e suscetibilidade ao mosaico. Assim, as caracteristicas
tecnologicas que definem a qualidade da cana sé&o: brix, Pol, agUcares redutores, fibra
e pureza (LAVANHOLI, 2010).

A Pol representa a porcentagem de sacarose aparente contida em uma solucao
acucarada de peso normal determinada pelo desvio provocado pela solugéo no plano
de vibracéo da luz polarizada (LAVANHOLI, 2010). Quanto mais elevado o teor de
Pol, maior é a quantidade de acucar obtido pela industria. J& com a relacao a fibra sua
importancia esta direcionada a geracéo de energia pela propria usina por meio do uso
do bagaco da cana. Além disso, podem ser utilizados para a producédo de etanol

celulésico ou de segunda geracgéao.



A quantificacdo de Pol e fibra sdo importantes para dois perfis distintos de
cultivares: aquelas ricas em teor de sacarose, destinadas para a producdo de aglcar
ou etanol de primeira geracao, e as que apresentam altos teores de fibra, selecionadas
para a geracdo de energia ou producdo de etanol celulésico. Na selecdo para
caracteristicas agronémicas ou de importancia econdmica pode-se buscar o uso dos
marcadores moleculares como ferramentas para tornar o processo de selecdo mais
eficiente Lande e Thompson (1990).

O emprego de técnicas utilizando marcadores moleculares aliadas a métodos
estatisticos possibilita a identificacdo de genes para diversas caracteristicas
agrondmicas. Esses caracteres em sua maioria sdo de heranca quantitativa e
controlados por dezenas, centenas ou milhares de loci de pequeno efeito,
denominados de loci de caracteristica quantitativa (Quanttitative Trait Loci —QTL)
(MACKAY et al., 2009).

O mapeamento genético € um exemplo de técnica que utiliza marcadores
moleculares e métodos estatisticos, ele permite identificar a posi¢cdo do QTL por meio
de mapas de ligacdo, além de estimar seus efeitos e dissecar caracteres de heranca
complexa. Por outro lado, o mapeamento de QTL apresenta determinadas limitagdes
como: baixa variacdo genética, baixa resolucdo do mapa e necessidade de tempo e
recursos para a obtencéo das populacées de mapeamento.

Com o objetivo de superar essas limitacbes foi proposto o mapeamento
associativo também conhecido por mapeamento por desequilibrio de ligacéo,
inicialmente aplicado no estudo de doencas humanas para o entendimento da base
genética como os que se observam a herancada suscetibilidade. A diferenca para o
mapeamento de QTL é que permite também o uso populacdes naturais ou painéis
constituidos por bancos de germoplasma como populagcbes de mapeamento, que
proporciona vantagem como o0 menor tempo para identificar a associacdo marcador-
caracteristica e maior poder na deteccéo de associacoes.

Esses estudos de associagéo funcionam como estratégia para identificar novos
marcadores ligados a importantes caracteres em espécies cultivadas para entdo serem
utilizados em selecéo assistida por marcadores (SAM), 0 que pode tornar 0 processo
de selecdo mais eficiente para um programa de melhoramento. Sendo assim, o0 objetivo

do trabalho foi analisar a estrutura genética da populacdo, realizar a fenotipagem



guanto a Pol e fibra dos genoétipos de cana-de-acucar e identificar por meio do método

Bayes C11, marcadores associados a Pol e fibra em trés épocas de colheita.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia econdmica da cana-de-agucar

A cadeia produtiva de cana-de-acucar € responsavel por 21,82% do PIB dos
agronegocios segundo o levantamento realizado pelo Centro de Estudos Avancados
em Economia Aplicada da Universidade de Sao Paulo (CEPEA, 2016). A Regiéo
Centro-Sul é a maior produtora de cana do Pais com 626.770 milhdes toneladas de
cana colhidas na safra 2015/2016. Estima-se que a producdo nacional de acucar
ficara em 39.814,8 milhdes de toneladas com acréscimo de 18,9% em relacéo a safra
anterior, enquanto que para a producao de etanol devera acontecer uma diminuicao
nao ultrapassando os 27,9 bilhdes de litros (CONAB, 2016).

O Brasil é o maior produtor e exportador de agucar, com 20,3% da producao
mundial. Deste total da producédo nacional, 32 % é destinado ao consumo interno e
68% para a exportacdo (USDA, 2016). O acucar também pode ser obtido a partir de
outras culturas como a beterraba e o milho, mas o agucar oriundo da cana tem menor
custo e maior rendimento, sendo responsavel por 80% da produ¢do mundial. O etanol
€ outro produto importante na inddstria sucroalcooleira brasileira ficando atras
somente dos Estados Unidos que € lider na producdo de etanol obtido de milho,
embora 60% do etanol produzido no mundo seja originado da cana-de-agucar. Outro
fato importante é que 49,2% da producéo foi destinada aos Estados Unidos em 2015,
0 que contribuiu para o superavit da balanca comercial brasileira.

O setor sucroalcooleiro brasileiro é favorecido também pelo aumento estimado
de area colhida para safra 2016/2017 que é de 456,1 mil hectares (CONAB, 2016).
Além disto, comparado a outros paises produtores, as usinas no Brasil ndo sao
apenas produtoras de agucar, o que permite destinar a cana para a produgédo de

acucar ou alcool conforme a demanda do mercado.



2.2 O género Saccharum

A cana-de-agucar pertence a familia Poaceae e tem como representantes as
seguintes espécies que constituem o complexo Saccharum: Saccharum officinarum
L., Saccharum Robustum Brandes e Jeswiet. Ex Grassl, Saccharum barberi Jeswiet,
Saccharum sinense Roxb. e Saccharum edule Hassk. Além dos géneros Erianthus
secdo Ripidium, Sclerostachia, Narenga e Miscanthus secdo Diandra, os quais sédo
relacionados filogeneticamente (DANIELS e ROACH, 1987). Uma caracteristica em
comum entre as espécies € que sao altamente poliploides, possuindo de 6 a 10 cépias
de cada um dos cromossomos, além de apresentarem aneuploidia (D'HONT et al.,
1998; D’HONT, 2005; HA et al., 1999). Estas espécies sdo utilizadas em diversos
estudos pelos programas de melhoramento para muitas finalidades, que
compreendem a producado de acuUcar, etanol e geracdo de energia.

A S. officinarum L. segundo Daniels e Roach (1987) apud Landell et al. (2010)
€ derivada de hibridacdes interespecificas entre S. spontaneum, Miscanthus,
Erianthus arundinaceus e S. robustum. E uma espécie octaploide (2n=80, x=10), ou
seja, possui oito coOpias de cada um dos dez cromossomos. Em relacdo as
caracteristicas morfolégicas apresentam: colmos largos com didametro variando de 14
a 46 mm, alto teor de sacarose (7 a 22%), folhas largas (5 a 7 cm) e touceiras com
poucos perfilhos (FERRARI, 2010). Quanto a sua origem, nao se tem uma
confirmacédo, considerada a Nova Guiné como principal centro de diversidade e
distribuida geograficamente pelo Sudoeste da Asia. Sua distribuicdo se deu da Nova
Guiné para Malasia, india, Polinésia e do Havai até provavelmente o Oeste da Africa
(MING et al., 2006).

A S. spontaneum tem a maior distribuicdo geografica comparada as outras
espécies, estendendo-se do oeste do Afeganistdo até a peninsula do Malaia, Taiwan
e no oeste das ilhas do Pacifico Sul e tem a india como centro de diversidade
(SREENIVASAN; AHLOOWALIA; HEINZ, 1987). E considerada a mais primitiva
dentre as espécies do complexo Saccharum e provavelmente pode ter surgido de
regiBes frias subtropicais da india (ROACH, 1989). Esta espécie é a que apresenta
maior diversidade, além disso, constituem a maioria das variedades modernas por

meio dos cruzamentos realizados com a S. officinarum (SINGH et al., 2013). J& quanto



ao numero de cromossomos, 0s clones desta espécie possuem um numero variado
de cromossomos (40 a 128) (SREENIVASAN; AHLOOWALIA; HEINZ, 1987). Em
relacdo as caracteristicas agronébmicas apresentam: alto vigor, boa capacidade de
rebrota, resisténcia a pragas e doencas. E de pequeno porte, possui colmos curtos e
finos, baixo teor de sacarose, sistema radicular bem desenvolvido e perfilhamento
abundante. Quanto a adaptabilidade, est4 presente em diversas condi¢cdes, como:
ambientes de seca, incluindo desertos, lugares com excessiva umidade como regides
litordneas e de inverno prolongado ou até de grande altitude (ROACH, 1989).

Até o0 ano de 1925 no Brasil, os campos de cultivo eram constituidos apenas
por cultivares de S. officinarum. Estes gendtipos apresentavam alto teor de sacarose,
mas possuiam baixa resisténcia a doencas. Diante disto, como medida de controle,
foi dado inicio pelos programas de melhoramento as hibrida¢cdes com outras espécies
do género Saccharum com o objetivo de introduzir caracteristicas como rusticidade e
resisténcia a fatores bidticos e abidticos. A S.spontaneum e S. officinarum sdo as
principais espécies na formacdo das atuais cultivares visando atender a esses
problemas, unindo caracteristicas (rusticidade e vigor), além de atributos para
melhorar a qualidade da matéria prima, maior teor de fibra, visando cultivares com
perfil bioenergético e maior teor de sacarose, boa pureza de caldo, colmos suculentos
no desenvolvimento de cultivares para a producdo de acucar (NAIDU;
SREENIVASAN, 1987; PATERSON; MOORE; TEW 2013).

A S. robustum tem como maior centro de diversidade a Nova Guiné e sua
origem pode estar relacionada a hibridacdes de S.spontaneum com Erianthus e
Miscanthus. Ademais é considerado o parente selvagem mais préximo da S.
officinarum. Apresentam touceiras densas, colmos com até 10 m de altura, de 20 a 45
mm e com folhas largas (DANIELS et al.,1975). Quanto ao nimero de cromossomos
identificado por um estudo realizado por Price (1965), varia de 2n=60 a 100, porém,
0s citotipos mais frequentes foram:2n=60 e 2n=80. Foram ainda identificados clones
apresentando entre 140 a 200 cromossomos.

A S.sinense (2n=116-120) e S. barberi (2n=81-124) sédo canas indigenas e
foram cultivadas na india e China até o inicio do século XX. Quanto & morfologia, s&o

de colmos finos com alto teor de fibra, baixo teor de sacarose, sistema radicular bem



desenvolvido e sdo melhores adaptadas a ambientes subtropicais (GRIVET,;
GLASZMANN; D'HONT, 2006)

. A S. edule é conhecida por apresentar abortamento de flores, o que
dificultando seu uso no melhoramento e € usada como cultura de subsisténcia para a
alimentacdo humana na Nova Guiné. E originada da hibridac&o de S. officinarum ou
S. robustum, provavelmente com Miscanthus. Quanto ao seu genoma foram
identificados genoétipos com diferentes nimeros de cromossomos como: 2n=60,
2n=70 e 2n=80 (ROACH, 1972).

2.3 Melhoramento da cana-de-agUcar

As primeiras hibridacdes de cana-de-acUcar tiveram inicio nas ilhas de Java e
Barbados nos anos de 1858 e 1859, respectivamente, favorecidas pelas condi¢des de
florescimento. As primeiras cultivares por estes programas foram identificadas como
variedades POJ (Proefstation Oost Java). Outro programa importante foi o de
Coimbatore (1912), Iindia, no desenvolvimento de materiais com ampla
adaptabilidade, a exemplo das cultivares Co e NCo. O principal objetivo desses
programas era obter genétipos ricos em teor de sacarose. Sendo assim, a historia do
melhoramento é descrita em quatro estagios: melhoramento entre canas nobres,
mobilizagdo a partir de cruzamentos interespecificos e retrocruzamentos com S.
officinarum, melhoramento de canas nobres por meio de cruzamentos de cultivares e
introgressao para ampliar a base genética (MING et al., 2006).

Exemplo de um desses periodos, o cruzamento entre canas nobres como:
Otaheiti, Lahaina e Bourbon por meio de polinizagdo aberta originaram algumas das
primeiras cultivares nobres: como EK em Java, H109 no Havai, B176 em Barbados,
Q813 na Australia originada. Esses genotipos contribuiram para a producéo de agucar
no inicio do século XX. Porém, eram suscetiveis a pragas e doencas. Em virtude disto,
houve a necessidade de se fazer hibridacbes com outra espécie de maior rusticidade,
a S. spontaneum que possibilitou a obtencdo de genotipos resistentes e mais
adaptaveis (STEVENSON, 1965).

Dessa forma, o processo de nobilizacéo é realizado apos a hibridagéo entre S.

officinarum e S. spontaneum e séo realizados sucessivos retrocruzamentos com S.



officinarum com o objetivo de recuperar as caracteristicas de interesse (alto teor de
sacarose, colmos espessos e suculentos e baixo teor de fibra) e assim atender as
exigéncias do produtor (ARCENEAUX, 1967). Podem ser destacadas como exemplos
deste processo a selecdo da P0OJ2878 na ilha de Java em 1921 e obtencédo das
cultivares indianas, C0213, C0281 e C0290, resultantes da nobilizacao entre S.barberi
e S. spontaneum com S. officinarum. Estas cultivares foram bem aceitas, além da
india, nos seguintes paises: Africa do Sul, Australia, Louisiana, Argentina, Brasil e
para regides com condicbes desfavoraveis com solos mais pobres (LANDELL e
BRESSIANI, 2010).

Detalhe a ser destacado no processo de nobilizacdo é que na F1 e 0 RC1 0s
gametas do genitor feminino (S.officinarum) sdo transferidos de forma nao reduzida
(2n=80) juntamente com o contetudo gameético reduzido de genitor masculino (S.
spontaneum) (MING et al., 2006). Sendo assim, os estes hibridos que s&o
representados pelas modernas cultivares tém seu genoma em maior parte constituido
de S. officinarum, em torno de 80% e de 10 a 20% pertencente a S. spontaneum
(D’HONT, 2005). Cultivares oriundas de varias geracdes de cruzamento iniciadas a
partir das primeiras hibridacées sao altamente poliploides e apresentam aneuploidia
(100 a 130 cromossomos) que consiste no ganho ou perda de cromossomos e
tamanho do em torno de 10.000 Mb (D’HONT; GLASZMANN, 2001), uma vez que
existem genotipos de S. spontaneum com 2n= 40 a 128 que contribuem para este
fendbmeno (MING et al., 2006).

A partir do periodo de nobilizagdo foram obtidas cultivares de grande
importancia para a producédo de acglcar nas trés décadas seguintes, como a POJ3016
e POJ3067, obtidas a partir de cruzamentos da POJ2878 com outras do grupo “POJ”.
Tais cultivares foram amplamente cultivadas ocupando mais de 85% da area de
cultivo na ilha de Java em 1960. Além dessas cultivares, a H32-8560 (Co312 x
P0OJ2978) ocupou cerca de 65% da area cultivada no Havai em 1945. Mais adiante,
foram obtidas importantes cultivares por meio de nobilizag&o por outros programas de
melhoramento, a exemplo do Barbados e Coimbaitore e cultivadas em paises Africa,
Asia e das Américas do Sul de do Norte (LANDELL; BRESSIANI, 2010).

No Brasil, o melhoramento de cana iniciou-se com a introducdo de

germoplasmas oriundos de outros programas de melhoramento por causa do



surgimento de doengas como 0 mosaico, que provocam grande queda de producéo.
Na época surgiram o0s primeiros programas de melhoramento: no Estado de
Pernambuco, com a Estacdo de Escada, Estacdo de Experimental de Barreiros e
Escolar Superior de Agricultura e no Rio de Janeiro, com a Estacdo de Campos. A
partir dai foram obtidos as cultivares EB4 e EB10 na Estacdo de Barreiros e em
Campos, as cultivares CB1300 e CB3600. No Estado de S&o Paulo, os primeiros
estudos foram realizados em 1894 e 1895 pelo Instituto Agrondmico de Campinas
conduzindo ensaios de competicdo com cultivares nobres. S6 na década de 1930
foram obtidas as primeiras cultivares IAC36-25 e IAC47-31 (LANDELL; BRESSIANI,
2010).

E importante ndo deixar de destacar que a maioria das cultivares brasileiras
sao derivadas de menos de 20 genotipos, sendo a maioria dos programas de Java e
Coimbatore, da india, 0 que proporcionou o estreitamento de base genética. Em
virtude disto, foram estabelecidas medidas para a ampliagdo da base genética por
programas de melhoramento de outros paises como Barbados e Louisiana, por meio
da introducédo de novos materiais e cruzamentos entre canas selvagens e cultivares
comerciais. No Brasil, a estratégia para aumentar a base genética teve inicio em 1989
com a Copersucar, selecionando parentais no segundo retrocruzamento com hibridos
comerciais (LANDELL; BRESSIANI, 2010).

Outros programas surgiram apdés a década de 1950, como o Programa
Nacional de Melhoramento de Cana (Planalsucar) que mais adiante em 1992 foi
transferido para as Universidades Federais, tornando-se a Rede Interuniversitaria
para o Desenvolvimento do Setor Sucroenergético (Ridesa) e o Copersucar com sigla
SP para as cultivares. Em 2003, foi criado o programa de melhoramento de cana da
Cana Vialis, grupo privado com foco na viabilidade econémica sustentada pela politica
de royalties (GOES et al., 2009). E em 2004, o Copersucar passou a se chamar Centro
de Tecnologia Canavieira, obtendo as futuras cultivares CTC com a participacdo de
mais usinas e associacao de produtores (LANDELL e BRESSIANI, 2010).

O processo para a obtencao de cultivares € um processo longo, levando de 9
a 13 anos (BARBOSA,; SILVEIRA, 2010). A quantidade de etapas varia em funcao do
programa de melhoramento, tomando como o exemplo o IAC, as fases séo: hibridacao

para a obtencédo das sementes; selecéo na populacdo segregante; fase de selegcéao 1



(F1); selecbes clonais (F2 e F3); F4, denominada ensaios regionais e a Fb5,
denominada como ensaio nacional para posteriormente liberacdo da cultivar
(LANDELL; BRESSIANI, 2010).

Na primeira fase de selecdo (F1) sédo avaliados milhares de genoétipos e como
séo oriundos de sementes, cada um € representado por uma Unica planta. Portanto,
nesta etapa 0s ensaios sdo conduzidos em um Unico ambiente (LANDELL e
BRESSIANI, 2010). Nesta fase, a eficiéncia de selecdo € menor, se comparada as
demais etapas, em virtude dos caracteres avaliados serem de baixa herdabilidade no
sentido amplo, além do tempo requerido e custos para a avaliacdo de um grande
namero de genotipos. Na F2 sdo adotadas maiores parcelas (duas linhas de quatro
metros) e avaliados caracteres fenotipicos além do Brix, em ciclos de cana planta e
cana soca. Na F3, os ensaios sdo conduzidos em parcelas de cinco metros, com duas
repeticbes em distintas, através das quais s@o avaliadas caracteristicas tecnoldgicas.
E por fim, a F4 e F5, que consistem nos ensaios regionais e nacionais,
respectivamente (XAVIER, 2011).

O objetivo das fases de selecédo € o desenvolvimento de cultivares que sejam
produtivas para em acucar ou que tenham altos teores de fibra para maior geracao
de energia na industria associada as outras importantes caracteristicas como:
resisténcia a pragas e doencas; selecionar genoétipos tolerantes a fatores abidticos
como seca, auséncia de florescimento e isoporizacéo, capacidade de brotacdo sob
palha, habito ereto de crescimento, brotacdo rapida e prolongada no caso das

soqueiras edespalha facil ou espontanea e elevada (LANDELL; BRESSIANI, 2010).

2.4 Marcadores moleculares em cana-de-acucar

Os marcadores moleculares sdo sequéncias de DNA capazes de diferenciar
dois ou mais individuos de uma determinada populacéo revelando assim a diversidade
genética existente. Segundo Ferreira e Grattapaglia (1998), marcadores moleculares
sao definidos como qualquer fenotipo molecular oriundo de um gene expresso ou de
um segmento especifico de DNA. Além desta definicdo, Milach (1998) define que séo
caracteristicas de DNA que diferenciam dois ou mais individuos e sao herdados

geneticamente. Assim, 0 uso no melhoramento genético de plantas apresenta
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vantagens, quais sejam: obtencdo de grande nimero de polimorfismos, identificacdo
direta do gendtipo sem influéncia do ambiente, sdo de heranca mendeliana,
contribuindo para selecdo de gendtipos superiores, selecédo precoce para individuos
em que seus caracteres se manifestam em estadios fenolégicos mais avancados,
como o exemplo de plantas perenes (FALEIRO, 2007).

O inicio da aplicagdo dos marcadores no melhoramento de plantas se deu na
década de 1980, com as isoenzimas, denominados marcadores bioquimicos
(TANKSLEY; RICK, 1980; TANKSLEY; STEVEN 1983a). Um exemplo de sua
aplicacdo foi na introgressao de caracteristicas desejaveis em cultivares a partir de
espécies selvagens por meio de retrocruzamentos (TANKSLEY; STEVEN, 1983b).
Outra técnica de marcador utilizada para o melhoramento de plantas foi o RFLP
(Restriction Fragment Lenght Polymorphism) (BECKMANN; SOLLER, 1986). O RFLP
€ baseado no uso de enzimas de restricdo e foi 0 primeiro marcador a detectar as
diferencgas de individuos diretamente no DNA. Esta variabilidade detectada € devida
a criacdo ou eliminacdo de sitios de restricdo, mutacdo, delecbes, insercoes,
inversdes ou translocacfes ocorridas nas fitas de DNA, alternando a distancia entre
dois sitios de restricdo adjacentes (CAIXETA et al., 2006). A sua aplicacdo em cana-
de-acucar é também vista em mapeamento de QTLs para o teor de sacarose, fibra e
producédo (PINTO et al., 2010). Além destas duas técnicas existem os marcadores que
sdo baseados na técnica de PCR (Polymerase Chain Reation), tais como: RAPD
(Random Amplified), STS, (Sequence Tagged Sites), SCAR (Sequence Characterized
Amplified Regions), marcadores microssatélites (SSR — Simple Sequence Repeats) e
0 AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorfisms).

Os marcadores SSR por meio da avaliacdo de germoplasma de cana de agucar
revelaram-se Uteis para a identificagdo da constituicdo genética de modernas
cultivares de origens interespecificas (CORDEIRO et al., 2003).

Na aplicacdo dos marcadores no estudo de caracterizacdo de cultivares de
cana-de-agucar realizado por Cordeiro et al. (2000) foi observada polimorfismo em
91% dos marcadores utilizados. Assim, em decorréncia dos microssatélites revelarem
um alto grau de polimorfismo e a cana possuir um genoma poliploide, houve entéo a
necessidade de maiores informacdes de tais marcadores para diversas aplicagbes em

genética e melhoramento (PARIDA et al., 2009). Os marcadores microssatélites
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possuem as seguintes caracteristicas: reprodutibilidade, técnica simples, pequena
quantidade de DNA requerida e alto nivel de polimorfismo que contribuem para 0 uso
nos estudos de divergéncia genética (CAIXETA et al., 2006).

Os marcadores AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) consistem na
amplificagéo do DNA via PCR para detectar diferencas de fragmentos selecionados e
digeridos com enzima de restricdo (CAIXETA et al., 2006). Esta técnica foi proposta
por Vos et al. (2005) e possui as seguintes etapas: digestdo do DNA gendmico, ligacao
dos adaptadores, pré-amplificacdo e amplificacdo seletiva. A terceira etapa foi
proposta com a finalidade de se reduzir o nimero de fragmentos ndo especificos
utilizando primers com um nucleotideo seletivo adicional. Assim, os fragmentos
produzidos servirdo como DNA molde para a amplificacdo seletiva com trés
nucleotideos seletivos.

A técnica AFLP possui as seguintes vantagens: alta reprodutibilidade,
receptividade para qualquer complexidade de genoma, possibilidade de gerar um
grande namero de marcadores sem a necessidade de alguma informacao prévia de
sequéncia. Estas caracteristicas sdo importantes para a analise da estrutura genética
de populagbes em estudos de mapeamento associativo. Ademais, é considerado
importante para pesquisas em que se utiliza uma grande quantidade de marcadores
cobrindo todo o genoma sobre baixo custo por data point (MCNEIL, et al., 2011).

A utilidade destes tipos de marcadores vao desde a deteccdo da variabilidade
genética em diversos organismos (plantas, virus, bactérias, fungos), até os estudos
de genes de resisténcia, selecdo assistida, construcdo de mapas genéticos,
fingerprinting. E vasto o exemplo de suas aplicagbes na literatura, como na
piramidacdo de alelos de resisténcia a ferrugem, mancha angular e antracnose
(ALZATE-MARIN, 2005), mapeamento de QTLs (WURSCHUM, 2012; GUO; YE,
2014; EL-SODA et al.,, 2014), selecdo assistida (BERNARDO, 2008), selecéo
gendmica (GOUY et al.,, 2013), mapeamento associativo (FARFAN et al., 2015;
VISIONI et al., 2013) e estudos de diversidade e heranca (LERCETEAU; SZMIDT,
1999).
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2.5 Mapeamento associativo em cana-de-agucar

A maioria das caracteristicas de importancia agrondémica sdo de heranca
guantitativa. Como exemplo, producéo de gréaos, tempo de florescimento em milho,
conteldo de sacarose em cana-de-acgucar, 0s quais sdo governados por muitos
genes. As técnicas de mapeamento genético com o uso de marcadores moleculares
e meétodos estatisticos possibilitam a identificacdo de QTLs (Quantitative Trait Loci)
no genoma relacionados a importantes caracteristicas bem como a estimacao de seus
efeitos. Segundo Resende (2008), QTL é apenas uma associacao estatistica entre
uma regido do genoma e o carater.

O uso do mapeamento € visto em diversas em espécies cultivadas e em
especial para cana-de-acucar, seja para a producdo ou variaveis tecnologicas que
definem a qualidade da matéria-prima (MARGARIDO et al., 2015; COSTA et al., 2016;
ANONI, 2011; SINGH et a., 2013; ALWALA et al., 2009; HOUARAU et al., 2001) e
para a resisténcia a doencas (SANTOS et al., 2015; AITKEN et al., 2008). Para a
conducdo de mapeamento de QTLs sdo utilizadas populacbes de cruzamentos
controlados, tais como: Fi, F2, populagdes de retrocruzamento, linhagens
endogamicas recombinantes, linhagens isogénicas (NILs) e duplo haploide. Cada uma
dessas populacdes possui vantagens e desvantagens que devem ser levadas em
consideracéao dependendo do objetivo considerado.

Embora o mapeamento de QTLs tenha sua contribuicdo no melhoramento
genético de plantas, conforme mostrado nos trabalhos citados anteriormente, ele
como qualquer outra técnica tem suas limitacdes. Segundo Malosetti et al. (2007), a
variacao genética é baixa em virtude da pouca segregacdo, uma vez que no caso de
espécies diploides segregam no maximo dois alelos por locus. Como a maioria das
populacdes de mapeamento sdo formadas a partir dois genitores, implica que nem
sempre sdo representativas do germoplasma utilizado no melhoramento. A baixa
precisdo do QTL também é um ponto fraco por causa do numero limitado de
recombinacdes desde a geracédo parental, fazendo com que marcadores localizados
a distancias relativamente grandes dos QTLs mostrem associacdes significativas. Por
fim, o custo e tempo necessarios para a obtencdo das populacdes de mapeamento

sdo um obstaculo para o mapeamento de QTLs (LOPES, 2011).
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Em virtude das limitagbes do mapeamento de QTLs houve o surgimento do
mapeamento associativo no estudo de genes relacionados a doencas humanas.
Griffiths et al. (2012) definem mapeamento associativo como um método para
identificar associacdes estatisticas entre marcadores moleculares e a variacao
fenotipica para caracteristicas complexas. Conhecido também como mapeamento por
desequilibrio de ligacao (DL), a existéncia deste evento é de fundamental importancia
para a identificacdo de marcadores associados a genes relacionados a importantes
caracteristicas e consiste na associacdo nao aleatéria entre alelos em diferentes loci
(FLINT-GARCIA et al., 2003). Os seguintes trabalhos revelam forte DL existente em
cana-de-acucar contribuindo para o sucesso dos estudos de associacdo: Rosa (2011),
Raboin et al. (2008), Wei et al. (2010). Além dos QTLSs, esta metodologia também
permite identificar o polimorfismo génico causador da diferenca entre dois fenétipos
alternativos, haplétipos e blocos haplétipos representando diferentes alelos de um
gene (GUPTA et al., 2005).

A diferenca entre 0 mapeamento de QTLs e o mapeamento associativo é que
o primeiro se baseia em populacbes de cruzamentos controlados, citadas
anteriormente, resultando na identificacdo de QTLs em blocos génicos maiores por
causa da pouca recombinac¢do ocorrida. No mapeamento associativo, pelo contrario
como sao utilizadas populagdes naturais, colecdes germoplasma ou linhagens em
desenvolvimento h4 um maior histérico de recombinacdo, fazendo com a que
identificacdo de associacbes entre o marcador e gene seja em blocos génicos
menores (ROSA, 2011).

Autores como Rafalski (2002), Malosetti et al. (2007) destacam o mapeamento
associativo como uma ferramenta para identificar associagdes entre marca e gene
pelas seguintes vantagens: a populacdo n&o necessariamente tem que ser obtida de
cruzamentos controlados, podendo ser cole¢cdes de bancos de germoplasma,
populacdes naturais ou linhagens em desenvolvimento. Isto € vantajoso porque
aproveita todo o histérico de recombinac¢6es ocorridas no decorrer de varias geracdes
de cruzamentos, proporcionando maior poder de detectar associagdes. Ainda se tem
estimativas mais realistas dos efeitos dos QTLsS, uma vez que séao avaliados em um
conjunto de genotipos relevantes para o melhoramento, além da redugé&o de custos e

tempo para a obtencéo de populacdes experimentais.
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No estudo de mapeamento associativo existem duas abordagens: a
identificacdo de um gene candidato ou a busca por associacdes de marcas com genes
especificos para determinadas caracteristicas, a qual se denomina “Genome —Wide-
Association-Study” (GWAS). A aplicagao desta técnica de mapeamento ja € utilizado
h& mais de uma década em grandes culturas como a de cevada (KRAAKMAN et al.,
2006; ELLIS et al.,, 2002; TOOJINDA et al., 2000), trigo (SINGH; NELSON;
SORRELLS, 2000) e milho (GUPTA; RUSTGI; KULWAL, 2005).

Estudos de mapeamento associativo em cana-de-acucar foram conduzidos
para diversas finalidades: na identificacéo de resisténcia a doencas como podridao da
raiz, escaldadura das folhas, Fijivirus e o carvdo conduzidos por Wei et al. (2006), na
avaliacdo de caracteristicas agrondmicas (BILAL et al.,, 2015), no estudo de
caracteristicas tecnolégicas avaliadas em diferentes ambientes (WEI et al., 2010;
LOPES, 2011). Racedo et al. (2016) conduziram o0 mapeamento associativo utilizando
1535 marcadores DArT e 103 TRAP com um painel constituido de 88 acessos de
cana-acUcar oriundos da Estacion Experimental Agroindustrial Obispo Colombres de
Tacuman na Argentina. O estudo foi conduzido em cana planta, primeira soca e
segunda soca. Foram identificados 43, 42 e 41 incluindo marcadores DAIT e TRAP
para a produtividade para os trés ciclos de cultivo, respectivamente. Enquanto que
para Pol: 38, 34 e 47 marcadores (DArT e TRAP) foram identificados como
significativamente associados a Pol.

Um outro fator que contribui para a identificacdo da associacdo marcador-
carater € a existéncia de desequilibrio de ligacdo (DL), que consiste na associacao
ndo aleatéria entre alelos de diferentes loci com uma frequéncia maior do que a
esperada, caso estes alelos se combinassem de forma independente (FLINT-GARCIA
et al.,2003). Segundo Gupta et al. (2005), estatisticamente, o DL representa a
covariancia dos polimorfismos exibidos por dois marcadores. Um detalhe importante
a ser destacado € que nem sempre que dois loci estdo em DL estejam
obrigatoriamente ligados. E da mesma maneira dois loci fisicamente ligados em
determinado cromossomo ou haplétipo néo significa que estdo em DL (ROSA, 2011).

O DL para espécie poliploide, como a cana-de-agUcar, apresenta diferenca
comparado as diploides em relacdo a quantidade de cromossomos, que dependera
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da ploidia da espécie ou também da ploidia do grupo de homologia, uma vez que
eventos aneuploides durante a segregacao podem ser frequentes (ROSA, 2011).

Na analise de associacdo um fator que pode influenciar na confiabilidade dos
resultados é a existéncia da estrutura da populacao, ou seja, a presenca de subgrupos
dentro da populacdo em estudo. A execucdo da andlise desconsiderando sua
presenca pode levar a associagfes espurias ou falsos positivos. Para evitar este
problema, é recomendavel que seja realizada dentro de cada subgrupo com a
finalidade de remover as correlacdes genéticas devido ao efeito dos subgrupos.
Existem métodos estatisticos, como controle gendmico (DEVLIN; ROEDER, 1999),
inferéncia bayesiana, analise de componentes principais (YU et al., 2006), regressao
logistica (SETAKIS; STIRNADEL; BALDING, 2006) que séo utilizados para controlar
o efeito da esterificacdo nas populacdes.

Além dos métodos para remover o efeito de confundimento causado pela
estrutura da populacdo sao utilizadas outras metodologias para detectar os efeitos
dos marcadores no controle do carater. Os métodos sédo aplicados tanto na selecdo
gendmica ampla com em GWAS e dentre os mais utilizados estdo: modelos mistos
(YU et al., 2006) e métodos bayesianos (Bayes A, Bayes B, Bayes C, Bayes Crr,
Bayes D1r). Segundo Resende (2008), os métodos bayesianos estdo associados a
sistemas de equacgdes néo lineares e as predi¢cdes nao lineares podem ser melhores
guando os efeitos de QTL ndo sdo normalmente distribuidos devido a presenca de
genes maiores.

Na analise bayesiana, diferente da estatistica frequentista, os termos sobre
variavel dependente sdo denominadas distribuicdes de probabilidades: distribuicédo a
priori f(y|0), 6 consiste em uma quantidade desconhecida e necessaria para descrever
a variavel resposta. J4 a distribuicdo a posteriori é obtida a partir da informacao sobre
os dados inserida na analise por meio da funcéo de verossimilhanca e da distribuicéo
a priori para os parametros de interesse.

O método Bayes C1r foi descrito por Habier et al. (2011) e para 0 mapeamento
de QTLs propicia a informacéo sobre a arquitetura genética do carater quantitativo e
identifica as posicbes de QTL por modelagem da frequéncia de SNPs. O que
caracteriza o método é a distribuigdo 1 uniforme (0,1), o que equivale ao método RR-

BLUP com seleg¢ao de covariaveis implementado via MCMC. A modelagem de 1 é
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importante para a analise de associagdo, pelo fato de a maioria das marcas néo

estarem em DL com os genes.
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CAPITULO 2 - ESTIMATIVA DE PARAMETROS GENETICOS PARA
CARACTERISTICAS TECNOLOGICAS DE CANA-DE-ACUCAR POR MEIO DO
REML/BLUP E ANALISE MULTIVARIADA PARA DIFERENTES EPOCAS DE
COLHEITA

RESUMO - A estimativa de parametros genéticos sdo de grande contribuicao
para um programa de melhoramento, uma vez que auxiliam na escolha do método
mais adequado, nos caracteres a serem selecionados no inicio e em fases avangadas
de melhoramento, bem como na predicdo dos ganhos genéticos com a selecao.
Diante disto, o0 objetivo do trabalho foi estimar os parametros genéticos e predizer os
valores genotipicos de 100 gendtipos de cana-de-agucar por meio do REML/BLUP
(Maxima Verossimilhanca Restrita/Melhor Preditor Linear ndo Viesado) e analise de
componentes principais para selecionar genétipos superiores para dois perfis
agrondmicos distintos: individuos com altos teores de fibra (grupo 1) e individuos com
potencial para acumular sacarose (grupo 2). Foram conduzidos trés experimentos
correspondentes as trés épocas de colheita: maio, julho e setembro em delineamento
de blocos casualizados com quatro repetices. Em cada experimento foram realizadas
analises para as seguintes variaveis tecnoldgicas: Brix, Pol, pureza, acucar redutor
(AR) e fibra. Foi realizada uma analise de variancia multivariada (Manova)
considerando as cinco variaveis tecnologicas e posteriormente uma analise de
componentes principais com o proposito de discriminar os grupos de genotipos para
producdo de acucar e fibra. Os gendétipos diferiram entre si considerando todas as
variaveis de uma vez. Na analise conjunta dos trés experimentos para o grupo 1,
observou-se que o gendtipo IN8458 apresentou o0 maior valor genotipico predito de
fibora e 0 IACSP043150 o maior valor genotipico de Pol. Quanto aos parametros
genéticos, as herdabilidades de média de gendtipos de Pol e fibra apresentaram alta
magnitude, indicando possibilidade de sele¢cdo com alta acuracia. No grupo 2, houve
mudancas de ordenamento entre gendtipos de acordo com as épocas e colheita.
Além disto, houve gendtipos com curto a longo periodo util de industrializagao.

Palavras-chave: Saccharum spp, modelo misto, componentes principais, valores
genotipicos, fibra
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CHAPTER 2 - ESTIMATION OF GENETIC PARAMETERS FOR TECHNOLOGICAL
CHARACTERISTICS OF THE SUGARCANE BY REML/BLUP AND MULTIVARIATE
ANALYSIS FOR DIFFERENT HARVEST SEASONS

ABSTRACT - The estimation of genetic parameters are a great contribution to
a breeding program since they help out in terms of the choosing the most appropriate
breeding method, characters to be selected at the beginning and in the advanced
stages of breeding program as well as in the prediction of the genetic gains with the
selection. The aim of this work was to estimate the genetic parameters and to predict
the genotypic values of 100 sugarcane genotypes using REML/BLUP (Maximum
Restricted Likelihood/Best Unbiased Linear Predictor) and principal component
analysis to select Superior genotypes for two distinct agronomic profiles individuals
with high fiber contents (group 1) and individuals with potential to accumulate sucrose
(group 2). Three experiments were conducted corresponding to the three harvest
periods: May July and September in a randomized complete block design with four
replicates. For each experiment the following technological variables were analyzed
Brix, Pol, purity, reducing sugar (AR) and fiber. A multivariate analysis of variance
(Manova) was performed considering the five technological variables and later an
analysis of principal components to discriminate the groups of genotypes for sugar and
fiber production. The genotypes differed by considering all variables at one time. In the
joint analysis of the three experiments for group 1 it was observed that genotype
IN8458 presented the highest genotypic value of fiber and IACSP043150 the highest
genotypic value of Pol. Regarding the genetic parameters the heritability of genotypes
of Pol and Fiber presented high magnitude indicating possibility of selection with high
accuracy. In group 2 there were changes of ordering among genotypes between the
seasons and harvest. In addition, there were genotypes with short to long useful
periods of industrialization.

Keywords: Saccharum spp, mixed model, principal componente, genotipic values,
fiber
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1 INTRODUCAO

O cultivo da cana-de-acgucar possui destaque tanto para a producéo de alcool
guanto para a producdo de acucar. Segundo levantamento da Conab (2016) a
producdo estimada para o ano agricola 2016/2017 ser4 de aproximadamente
694.544,8 milhdes toneladas de cana comparado aos 665.586,2 milhdes de toneladas
da safra 2015/2016. Ja a producao de acucar foi de 33.489,1 toneladas de acucar,
enguanto que a de etanol total, incluindo o etanol anidro e o hidratado foi 30.461.524,5
milhdes de litros.

A colheita da cana no Brasil é realizada de abril a novembro na Regido Centro-
Sul (SILVA; JERONIMO; LUCIO, 2008). Devido ao longo periodo de colheita,
mudancas climaticas, bem como disponibilidade de 4gua e alteracdes de temperatura
influenciam diretamente no acumulo de sacarose dos gendtipos sendo que estas
alteracdes estdo relacionadas as diferentes estacdes do ano, como: outono, inverno
e primavera. Dessa forma, é importante para a indastria sucroalcooleira colher a cana
na época de maior acumulo de sacarose proporcionando maior retorno econdémico.
Por essa, a avaliacdo de gendtipos ao longo de toda a safra é fundamental para o
estudo de interacao de gendtipo x época de colheita em diferentes safras e locais.

Os atributos tecnolégicos que definem a qualidade da cana-de-acucar utilizada
como matéria-prima para a fabricacdo de acucar e alcool sdo: Brix caldo, Pol cana,
Pureza e ART (Acgucares redutores totais) (LAVANHOLI, 2010).

O Brix representa o teor de sélidos soluveis contidos em uma solugéo pura de
sacarose na solucdo expressa em porcentagem (peso/peso). A Pol consiste na
porcentagem aparente de sacarose contida em uma solucdo de agucares (caldo da
cana) e é calculado com base no teor de Pol extraido do caldo corrigido e pela
porcentagem de fibra. E a pureza é a porcentagem de sacarose contida nos solidos
solaveis.

A fibra consiste na matéria insolivel em agua contida na cana. Segundo
Fernandes (2003), sua importancia esta no aspecto agricola, em que cultivares ricas
em fibra possuem maior resisténcia ao tombamento e incidéncia de pragas que afetam
os colmos. Quanto ao aspecto industrial, a sua importancia esté referida cogeracédo a

de energia que é utilizada na prépria usina. Genotipos de cana-de-agucar que
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possuem altos teores de fibra tém se tornado importantes na obtencéo de cultivares
para a producao de etanol celuldsico ou etanol de segunda geracdo. Enquanto que a
maior quantidade de Pol € um parametro tecnolégico para selecionar materiais
destinados a producéo de acucar.

No processo de selecdo, a estimativa de componentes de variancia e dos
parametros genéticos sédo informacdes importantes porque permitem saber a natureza
dos genes envolvidos no controle dos caracteres mensurados, identificar qual método
mais adequado a ser adotado em um programa de melhoramento para obtencao dos
ganhos genéticos com manutencédo da base genética adequada na populacao (CRUZ;
CARNEIRO; REGAZZI, 2014). Entre os parametros genéticos de maior importancia
destacam-se as variancias genéticas aditiva e nado aditiva, as correlacbes e as
herdabilidades. Com relacdo as variancias genéticas, as amostras referentes aos
gendtipos e aos ambientes de experimentacdo precisam ser bem representativas da
populacdo e da area geogréfica de interesse (ROBINSON; COCKERHAM, 1965 apud
MORAIS et al., 1996).

Diversos trabalhos mostram o emprego da metodologia REML (Maxima
Verossimilhanca Restrita) na estimacdo dos parametros genéticos juntamente com o
BLUP (Melhor Preditor Linear ndo Viesado) na predi¢cdo dos valores genéticos para
selecionar individuos superiores em cana de acucar (BARBOSA et al., 2005;
OLIVEIRA et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2011; XAVIER et al., 2014).

Em virtude dos experimentos de cana-de-acucar serem conduzidos em varios
locais, anos e épocas de colheita, a metodologia de modelos mistos é adequada
permite predicdes mais acuradas do valor genotipico para os efeitos de interacéo,
tornando a selecdo mais eficiente.

Mediante o exposto, 0 objetivo do presente trabalho foi estimar os parametros
geneéticos e predizer os valores genotipicos de 100 genotipos de cana-de-agucar pela
REML/BLUP e analise de componentes principais para selecionar genétipos
superiores para dois perfis agrondmicos distintos: individuos com potencial para

acumular sacarose e individuos com altos teores de fibra.



32

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal e dados fenotipicos

Utilizou-se 100 gendtipos de cana-de-acucar, incluindo cultivares comerciais e
clones elite contrastantes para Pol e fibra. (Tabela 1). Estes genotipos pertencem ao
banco de germoplasma do Centro de Cana do Instituto Agronémico de Campinas
(IAC).

A populacéo utilizada no experimento foi constituida por genaétipos de diferentes
programas de melhoramento, tais como: IAC, Centro de Tecnologia Canavieira (CTC),
gendtipos obtidos da hibridacdo entre genitores do IAC e CTC (IACCTC), Rede
Interinstitucional de Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro (Ridesa - RB) e antigo
Copersucar (SP). Os seguintes genoétipos sdo oriundos de programas da Nova Guiné:
NG5712 (Saccharum robustum), NG57213 (S. officinarum), 176293 e IS76155. Além
dos genotipos IN8482, IN8458 e IN8488 oriundos da Indonésia. Foi incluido também
um genotipo selvagem, SES205 (S. spontaneum). E por fim, outros genoétipos
introduzidos: US571415 (S. robustum), Krakatau (S.spontaneum) e 1376293 (S.
robustum), além das seguintes cultivares IACSP953028, CTC 15, IACS093-3046,
IACSP96-3076, IACSP97-4039, RB85-5156, RB93-5744 e SP832847 e 0os demais 81
clones elite do Brasil.

Foram instalados trés experimentos apos o fim da safra, em dezembro de 2013
no Centro de Cana do Instituto Agronémico de Campinas, em Ribeirdo Preto, Séo
Paulo. Cada experimento foi correspondente a uma época de colheita totalizando trés
épocas. O primeiro experimento corresponde a colheita realizada em maio, o segundo
em julho e o terceiro em setembro. No ano de 2014 foram realizados trés cortes, um
em cada experimento, sendo o0 primeiro experimento cortado em maio, o segundo em
julho e o terceiro em setembro, para que no ano de 2015, cada um dos trés
experimentos fossem colhidos com 12 meses a partir do corte de uniformizagéo, ou
seja, o primeiro colhido em maio, o segundo em julho e o terceiro em setembro, além
desses foi colhido também a época 3 em setembro de 2016.

Os experimentos forma conduzidos em delineamento de blocos casualizados

com 4 repeticdes e 100 tratamentos. Cada parcela foi constituida por uma linha de 1,5
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metros com espagamento de 1,5 m entre fileiras e 0,5 m entre mudas, contendo 3
mudas pré-brotadas por parcela. O clima é do tipo tropical com inverno seco,
classificado de acordo como o Sistema Internacional de Classificacdo de Koppen,
como Aw, a pluviometria média anual € de 1.422 mm e latossolo vermelho distroférico.
A regido onde foi conduzido o experimento refere-se ao ambiente de producgéo B2,
com média de produtividade de 90t/ha em cinco cortes (Prado 2008).

As analises das variaveis tecnolégicas: fibra, Pol cana, pureza, AR (Ac¢Ucar
Redutor) e Brix (caldo da cana) foram realizadas a partir de uma amostra de dez
colmos de cada parcela e adotada a metodologia segundo as Normas Técnicas de
Determinacdo da Qualidade da Cana-de-aclcar e Alcool do Estado de S&o Paulo
(CONSECANA, 2006).

2.2 Selecdo de gendtipos

Foi realizada uma analise de variancia multivariada (Manova) em cada uma das
trés épocas de colheita para verificar se os 100 gendtipos diferem entre si
considerando as cinco variaveis tecnoldgicas no PROC GLM utilizando SAS 9.4 (SAS,
2013). O modelo adotado da Manova foi o seguinte: Yi= pr + gir + bjr €jr, em que Yiy &
o valor observado da r-ésima variavel do i-ésimo genétipo no j-ésimo bloco, ur € a
média geral da r-ésima variavel, gir € o0 efeito do i-ésimo gendtipo na r-ésima variavel,
bjr € 0 efeito do j-ésimo bloco na r-ésima variavel e eijr € o efeito aleatdrio associado a
observacéo a Yij.

Para a verificacdo das hipoteses de igualdade dos genotipos foram utilizados
0s seguintes testes: teste de Wilks (Wilks, 1932), Traco de Pillai, Traco de Hottelling-
Lawley e a Maior Raiz caracteristica de Roy. Estes testes servem para justificar a
analise por componentes principais (ACP), desde que pelo menos trés sejam

significativos.



Tabela 1: Lista dos 100 genotipos de cana-de-acucar (Saccharum spp.) utilizados nos trés experimentos, colhidos em 2015 e

suas respectivas identificacoes.

N° Genotipo Genitor feminino  Genitor masculino Origem N° Genotipo Genitor feminino  Genitor masculino Origem
1 US571415 Desconhecido Desconhecido EUA 51 IACCTC069708 IACSP962042 CT014455 Brasil
2 CANA ALHO Desconhecido Desconhecido 52 IACCTCO069713 IACSP955000 CT961307 Brasil
3  IACSP012410 R570 IAC873396 Brasil 53 IACCTCO069741 IACSP955000 RB72454 Brasil
4 IACSP046007 PO8862 CTC9 Brasil 54 IACSP012417 RB835486 SP775181 Brasil
5 IACSP046059 IACSP953018 SP963092 Brasil 55  |ACSP012430 IAC912195 SELF Brasil
6 IACSP972053 SP842066 IAC863154 Brasil 56  IACSP015501 SP913059 CTC957 Brasil
7  IACSP953028 IACSP953028 RB855156 Brasil 57  IACSP015519 RB835486 SP775181 Brasil
8 NG5712 S.robustum Desconhecido Indonésia 58 IACSP018046 R570 IAC873396 Brasil
9 IACSP042516 IAC912288 SP80185 Brasil 59  IACSP018082 IAC913093 SP87365 Brasil
10 KRAKATAU S.spontaneum Desconhecido Indonésia 60 IACSP018158 RB835486 SP775181 Brasil
11 IN8482 S.spontaneum Desconhecido Indonésia 61 IACSP022067 SP973060 SP701143 Brasil
12 IACSP042508 SP913059 IACSP972077 Brasil 62  IACSP022125 SP901161 SP901644 Brasil
13 IACSP955037 SP842066 IAC873396 Brasil 63  |ACSP023025 SP924230 SP88813 Brasil
14 IACCTC059630 IACSP972053 RB85453 Brasil 64 IACSP023168 IAC914216 SP803280 Brasil
15 IACSP046053 IACSP956114 IACSP933046 Brasil 65 IACSP042503 PO8862 CTC9 Brasil
16 IACSP993009 CP701133 SP832847 Brasil 66  IACSP042504 IACSP955037 Desconhecido Brasil
17 IS76155 Desconhecido Desconhecido Indonésia 67 IACSP042509 SP913059 IACSP973391 Brasil
18 IACSP012421 RB835486 SP775181 Brasil 68 IACSP042510 IAC913093 CTC9638 Brasil
19 IACSP042521 IAC912288 SP963092 Brasil 69 |ACSP043123 IACSP953028 SP832847 Brasil
20 IACSP046058 IACSP953018 SP963092 Brasil 70  IACSP043148 IACSP953018 IACSP933046 Brasil
21 IACSP991020 SP851682 SP80185 Brasil 71  IACSP043150 IACSP953018 IACSP933046 Brasil

w
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23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
a4
45
46
47

IACSP045065
IACCTC069767
IACSP985046
IACSP018034
IACSP993357
IACCTC059578
IACCTCO055580
IACSP976628
IACSP976680
IACCTCO059534
IACSP972084
CTC15
IAC914168
IACBIO232
IACBIO241
IACBIO257
IACBIO266
IACBIO270
IACBIO271
IACBIO273
IACBIO275
IACBIO277
IACBIO279
IACCTCO053616
IACCTC056518
IACCTC059552

IACSP956114
IACSP963069
SP813251
IAC913093
SP921584
WHITETRANS
CTC4
RB835486
SP842066
IACSP953028
RB855035
SP842025
SP813137
RB855465
RB855465
NG26011
NG26011
SES069
SES069
SES069
SES069
SES069
SES069
IAC915155
SP911049
IACSP955011

IACSP953050
IACSP952078
SP823697
SP87432
Desconhecido
SP803280

IACSP933046
SELF
SP847017
CT961414
SP80185
Desconhecido
Desconhecido
GLAGAH
GLAGAH
Desconhecido
Desconhecido
Desconhecido
Desconhecido
Desconhecido
Desconhecido
Desconhecido
Desconhecido
CT961414
CT931231
CT961414

Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil

72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97

IACSP043259
IACSP045081
IACSP046032
IACSP046035
IACSP046073
IACSP046077
IACSP046152
IACSP933046
IACSP953018
IACSP956114
IACSP962008
IACSP963056
IACSP963069
IACSP963076
IACSP973384
IACSP974039
IACSP974048
IACSP982053
IACSP983011
IACSP993369
IACSP994011
1376293
IN8458
IN8488
NG57213
RB855156

IACSP966026
IACSP966026
IACSP953028
SP913059
IACSP953028
IACSP972109
IAC911099
SP791011
SP842189
IAC873187
SP80144
SP826108
SP803280
SP847017
RB855113
RB835486
SP842066
SP847017
IAC913093
SP901616
SP842025
S.robustum
S.spontaneum
S.spontaneum
Desconhecido
RB72454

RB855453
RB855453
SP775181
IACSP966026
SP924221
IACSP956114
SP931124
Desconhecido
SP801842
CTC9019
Desconhecido
Desconhecido
Desconhecido
Desconhecido
RB855453
RB855453
IAC863154
SP801842
SP823530
Desconhecido
RB855113
Desconhecido
Desconhecido
Desconhecido
Desconhecido
TUC717

Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Java
Indonésia
Indonésia
Nova Guiné
Brasil

W
(6}



48 |ACCTC059607 IACSP972053 SP88721 Brasil 98 RB935744 RB835089 RB765418 Brasil
49 |ACCTC059634 IACSP972053 RB855453 Brasil 99 SES205A Desconhecido Desconhecido
50 IACCTC061050 CT943165 IAC911099 Brasil 100 SP832847 HJ5741 SP701143 Brasil
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O modelo estatistico univariado para um delineamento em blocos para cada
época de colheita foi: Xr + Zg + e, em que y € o vetor de dados, r é vetor do efeito fixo
de blocos somados a média geral, g é vetor dos efeitos de genoétipos (assumidos como
aleatdrios), e € o vetor de erros ou residuos (aleatorios) e X e Z sdo as matrizes de
incidéncia dos vetores: r e g, respectivamente.

Como os gendtipos sdo pertencentes a diferentes origens, como diversos
programas de melhoramento do Brasil e de outros paises, foi realizada antes a
discriminacao dos gendtipos via analise de componentes principais para a estimacao
dos parametros genéticos levando-se em conta as seguintes variaveis tecnoldgicas:
Brix, Pol, pureza, fibra, e AR.

A andlise de componentes principais (ACP) foi realizada gerando os
autovalores e autovetores em que um grafico biplot foi gerado para verificar a relacéo
entre cada genotipo e as variaveis avaliadas. Os autovalores sdo as variancias
associadas aos componentes principais. Os autovetores fornecem os coeficientes das
variaveis padronizadas (média= zero, 0%=1) e avaliadas para calcular as combinacées
lineares dos componentes principais. O biplot € uma generalizacdo do gréafico de
disperséo para visualizar e estudar a interrelacdo entre observacdes (genotipos) com
variaveis avaliadas em experimentos (HAIR, 2009). A analise de componentes
principais como o gréafico biplot foram realizadas por meio software R (R Development
Core Team, 2015).

2.3 Estimacao dos parametros genéticos

A estimativa dos parametros genéticos como herdabilidade e correlagédo
genotipica foi realizada por meio de modelos mistos, com a metodologia REML/BLUP.
O modelo do presente experimento determina que o efeito de gendtipos € aleatorio,
ja os de blocos e épocas de colheita, séo efeitos fixos. Adotou-se modelo que utiliza
a seguinte equacao matricial em um delineamento de blocos ao acaso: y= Xr + Zg +
Wge + e, em que y € o vetor de dados, r € vetor de efeitos fixos (média de blocos

através das épocas) somados a média geral, g é vetor dos efeitos genotipicos

(assumidos como aleatérios), ge € o vetor dos efeitos da interacdo genotipo x épocas
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(assumidos como aleatdrios) e e é o vetor de erros ou residuos (aleatérios) e X, Z e
W séo as matrizes de incidéncia dos vetores: r, g e ge, respectivamente.

Para o ranqueamento individual dos genotipos, utilizou-se os valores
genotipicos preditos de Pol e fibra, considerado o valor mais conveniente do ponto de
vista de ganho genético. A distribuicdo de médias e variancias foi conforme Resende
e Duarte (2007).

Os valores genotipicos preditos na analise conjunta com interacdo sao
compostos por: Heitg+gem, nos quais [ representa a média de todas as épocas para
determinada variavel tecnolégica, g é efeito do genétipo e gem é o efeito médio da
interacdo genGtipo x época. Para cada época os valores genotipicos preditos séo
compostos por Wei +g, neles pei € a média para cada época, ge (efeito do gendtipo).

A analise de variancia multivariada foi feita utilizando o PROC GLM, ao passo
que a estimacgao dos efeitos fixos e predicdo dos efeitos aleatérios dos calculos de
modelos mistos foram executadas no PROC MIXED utilizando o SAS 9.4 (SAS, 2013).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos por meio de anélise multivariada da variancia (Manova),
mostraram que os genotipos se diferem significativamente pelos testes de Lambda de
Wilks, Traco de Pillai, Traco de Hotteling-Lawley e a Maior Raiz de Roy (Tabela 2).

As analises de componentes principais para as caracteristicas tecnolégicas em
cada uma das trés épocas de colheita (maio, julho e setembro) explicaram mais do
gue 90% da variancia contida nas variaveis originais. No entanto, na época colhida
em setembro de 2015 a discriminag&o dos grupos foi superior. O componente principal
1 (CP1) explicou 93,7% da variacao total contida nas variaveis originais e discriminou
melhor os gendétipos com maiores teores de fibra (grupo 1) dos genoétipos com maiores
teores de sacarose (grupo 2). Para 0 mesmo componente, 0os autovetores variaram
de -0,38 a 0,42, isto é, apresentaram poder discriminatdrio semelhante em médulo. Ja
o componente principal 2 (CP2) contribuiu com 4,2% da variancia total contida nas
variaveis originais e a fibra foi a que apresentou maior autovetor, -0,8566 (Tabela 3).

O grupo 1 foi formado por 18 gendtipos, em que destacam-se aos genotipos

39, 40, 41, 42, 43 e 44 que sdo meios-irmaos, assim como o 35 e 36 por possuirem
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similaridade genética ja que tém o mesmo genitor feminino listados na Tabela 1. A
maior dispersdo observada neste grupo, conforme o biplot, foi provavelmente por
descenderem das espécies Saccharum spontaneum (Figura 1). Além disto, os altos
teores apresentados por estes genotipos foram acima de 17%, superiores as
principais cultivares utilizadas no Brasil, segundo Silveira et al. (2015), com perfil
voltado para a geracao de energia dependendo dos teores dos componentes da fibra
como lignina ou para a obtencdo de etanol celulésico dependendo dos teores de
celulose ou hemicelulose. Os outros 82 gendtipos mais ricos para os atributos que
conferem a maior producéo de acgucar (Pol, pureza e Brix) foram alocados no grupo 2

e descendem de Saccharum officinarum.

Tabela 2. Modelo da analise multivariada de variancia (Manova) com quatro os testes

de hip6teses para os 100 gendtipos colhidos na 32 época de (Setembro de 2015).

Estatistica Valor F NumDF DenDF Pr>F
Teste de Wilks 0,0069  4,53* 495 1309,4 <,0001
Traco de Pillai 2,7135 3,18* 495 1325 <,0001
Traco de Hotelling -Lawley 14,6501 7,68* 495 1203,2 <,0001
Maior Raiz de Roy 10,9762 29,38* 99 265 <,0001

*Significativo ao nivel de 5% pelo teste F.

ha

Gmpos
24| — 1 - Fibm
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CP2 (5,0% da variancia explicada)

=2

-3 -2 -1
CP1 (92,7% da varidncia explicada)

Figura 1. Analise de componentes principais das caracteristicas tecnoldgicas para o0s
100 gendtipos de cana-de-agucar na 32 época (colhida em setembro de 2015).
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Tabela 3. Autovetores obtidos da matriz de correlacdo para os cinco atributos

tecnologicos: Brix (caldo), fibra, pureza, Pol (pol cana) eAR (AcuUcar Redutor) para os

100 gendtipos de cana-de-agucar na 32 época (colhida em setembro de 2015).
Autovetores para cada componente principal (CP)

Atributos CP1 CP2
Brix 0,4407 -0,4941
Fibra -0,4187 -0,8456

Pureza 0,4585 -0,0119
Pol%cana 0,4610 -0,1425
AR -0,4557 0,1429

O biplot mostra que os genoétipos que se situam mais abaixo (negativos) no
CP2 e a esquerda no CP1 (negativos), sdo mais semelhantes quanto ao teor de fibra
e mais contrastantes em relacédo aos gendétipos do grupo caracteristico para o teor de
Pol (Figura 1). Os gendtipos mais a direita do CP1, localizados no interior da elipse
menor, Sdo mais responsivos a producdo de acucar (grupo 2). No entanto foi
observado que o SP832847 (100) localizado fora do primeiro circulo a esquerda do
CP1 e acima do CP2 apresentou o menor teor de Pol dentre os 82 gendtipos na
analise conjunta das trés épocas de colheita. O genétipo IACSP991020 (21), situado
fora da menor elipse, a direita do CP1 e abaixo do CP2, apresentou o0 segundo maior
teor de fibra e o genétipo IACCTC059634 (49), acima do CP2 e mais proximo de zero
tomando como referéncia o CP1, apresentou a menor porcentagem de fibra abaixo
dos dez primeiros, dados ndo mostrados no artigo.
No CP2, a variavel fibra foi a que melhor discriminou os genoétipos do grupo 1.
O gendtipo IN8458 (94) que esta fora da elipse do grupo 1, abaixo do CP2 e a
esquerda do CP1, apresentou o maior teor de fibra na analise conjunta e esta entre
os dez primeiros para todas as épocas de colheita (Tabela 4). Enquanto que o
US571415 (1), no interior da maior elipse e mais préximo de zero, apresentou 0 menor
teor de fibra e a maior Pol na andlise conjunta e valores entre os dez primeiros para
todas as épocas de colheita contrastando com o gendétipo IACBIO271 (40), fora da
maior elipse com menor valor dentre os 18 gendtipos, néo listado na Tabela 4.
Santchurn et al. (2012) também mostraram o uso da ACP na identificacdo e
selecdo de gendtipos de cana-de-acgucar derivados de S.officinarum, S.spontaneum,

S. robustum, S. sinense, Miscanthus e Erianthus para diferentes finalidades, seja para
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a producédo de agucar, obtencdo de fibra ou para ambos os perfis. Foram observados
77% da variacdo total explicada pelos dois primeiros CPs, a partir da analise de 18
variaveis, incluindo variaveis tecnologicas, morfolégicas e de producéo.

Os parametros genéticos estimados para o grupo 1 indicaram um coeficiente
de variagao residual (CVr) variando de 8,70% a 14,79% para fibra e de 25,61% a
47,99% para Pol listados nas tabelas 4 e 5, respectivamente. Comparado aos teores
de 5,94% e 6,68% de fibra e Pol encontrados por Moraes et al. (2010), os valores
foram considerados altos, uma vez que alguns genétipos apresentaram valores
contrastantes para as duas variaveis, contribuindo assim para um alto valor do CV:..
No grupo 2, foram obtidos valores de CV;, variando de 5,19% a 7,22% para fibra e de
7,94% a 10,66% para Pol, valores que sdo considerados altos aos apresentados por
Moraes et al.(2010). Comparando aos resultados de Oliveira (2007) com relacédo a
selecdo de familias para a maturagdo precoce, as variancias genéticas observadas

foram abaixo de 10% para Pol e fibra todas as épocas de colheita.



Tabela 4. Estimativas dos componentes de varidncia e parametros genéticos para fibra para o grupo 1 (18 gendtipos) e grupo 2 (82

genaotipos) nas trés épocas de colheita.

P;éﬁg}?ggzs Epocal Epoca2 Epoca3 E(g(())clzg)3 Epocal Epoca2 Epoca3 E(gg(l:g)s Analise conjunta
G1* G2* G1* G2
U,? 5,81 7,75 10,39 3,74 1,31 1,00 0,95 1,23 6,96 1,12
Ug 1,93 3,08 2,30 0,78 0,69 0,35 0,59 0,64 1,98 0,51
0% 0,00 0,04
o7 0,00 004
0,2 3,87 4,67 8,09 2,96 0,62 0,65 0,37 0,59 4,98 0,56
Eé 33,27 39,75 22,15 20,90 52,52 34,97 61,59 51,72 0,28 0,46
2. 66,60 72,52 53,23 51,38 81,56 68,26 86,51 81,08 86,44 91,74
Acgen(0) 81,61 85,16 72,96 71,68 90,31 82,62 93,01 90,04 92,97 95,78
CVg% 8,16 9,91 7,89 4,47 7,25 5,30 6,57 6,43 7,67 6,15
cV. % 11,55 12,20 14,79 8,70 6,89 7,22 5,19 6,21 12,16 6,42
CVg/CV, 0,71 0,81 0,53 0,51 1,05 0,73 1,27 1,04 0,63 0,96
Fgioc 1,00 092
PEV 0,65 0,85 1,08 0,38 0,13 0,11 0,08 0,12 0,27 0,04
SEP 0,80 0,92 1,04 0,62 0,36 0,33 0,28 0,35 0,52 0,21
MG 17,04 17,71 19,23 19,78 11,42 11,19 11,66 12,41 18,36 11,67

*. G1= Grupo 1, G2*= Grupo 2.0?: variancia fenotipica individual; og: variancia genotipica; oge: variancia da interacdo genétipo x época; CS: coeficiente de
determinacéo dos efeitos da interacdo gendtipo x época; o?: variancia residual; h,2,,C herdabilidade da média de genétipo; E; herdabilidade individual no sentido
amplo; Agen: acuracia da selegéo de gendtipos; CV,: coeficiente de variagéo genético;CV, : coeficiente de variagéo relativa; fy,.: correlagdo genotipica entre o
desempenho dos genétipos nas varias épocas; PEV: variancia do erro de predicdo; SEP: desvio padrédo do valor predito dos genétipos; MG: média geral.

A%



Tabela 5. Estimativas dos componentes de variancia e parametros genéticos para Pol para o grupo 1 (18 gendtipos) e grupo 2 (82

genaotipos) nas trés épocas de colheita.

Pgaéﬁr;?;;zs Epocal Epoca2 Epoca3 Epoca3-2016 Epocal Epoca2 Epoca3 Epoca3-2016 Analise conjunta
Gl G2 G1 G2

of 6,92 13,91 17,24 8,93 2,50 3,13 4,50 3,07 11,71 3,30
05 3,28 4,97 5,90 4,82 1,29 0,,48 1,72 1,21 4,13 1,12
Oge 049 0,08
Cs 0,04 0,02
Gf 3,63 8,94 11,33 4,12 1,21 2,65 2,78 1,86 7,08 2,10
F)é 47,48 35,71 34,25 53,93 51,59 15,42 38,32 39,45 0,35 0,34
hﬁ,,c 78,33 68,96 67,57 82,40 81,00 42,18 71,31 72,27 87,96 88,03
Acgen(%) 88,51 83,04 82,20 90,78 90,00 64,95 84,44 85,01 93,79 93,82
CVy% 25,56 29,65 34,57 27,71 8,20 4,55 8,02 6,60 27,30 6,81
26,89 39,79 47,90 25,61 7,94 10,66 10,17 8,18 35,73 9,34

CV, %

CVy/CV, 0,95 0,75 0,72 1,08 1,03 0,43 0,79 0,81 0,76 0,73
Fgtoc 089 0,93
PEV 0,71 1,54 1,91 0,85 0,25 0,28 0,49 0,34 0,50 0,13
SEP 0,84 1,24 1,38 0,92 0,50 0,53 0,70 0,58 0,71 0,37
MG 7,09 7,52 7,03 7,92 13,86 15,27 16,37 16,66 7,45 15,52

*. G1= Grupo 1, G2*= Grupo 2.0,?: variancia fenotipica individual, og: variancia genotipica; oge: variancia da interagdo gendtipo x época; CS: coeficiente de
determinacéo dos efeitos da interacdo genétipo x época; o?: variancia residual; h,2,,C herdabilidade da média de gendtipo; flf, herdabilidade individual no sentido
amplo; Agen: acuracia da selecé@o de genotipos; CV,: coeficiente de variagéo genético;CV, : coeficiente de variagéo relativa; fy,.: correlagéo genotipica entre o
desempenho dos gendétipos nas varias épocas; PEV: variancia do erro de predicdo; SEP: desvio padrédo do valor predito dos genétipos; MG: média geral.

N
w
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Os coeficientes de variacdo genético (CVg) para fibra do grupo 1 foram
menores que 10% para todas as épocas de corte (Tabela 4).0 atributo tecnoldgico
Pol apresentou valores de CVg superiores a 10%, o que indica que ha presenca de
variabilidade genética entre gendtipos com possibilidade de selecdo (RESENDE,
2002). Valores inferiores a 10% foram observados por Moraes et al.(2010) no estudo
de familias oriundas de cruzamentos biparentais de cana-de-agucar no Litoral Norte
de Pernambuco variando de 2% a 5% para atributos tecnoldgicos, exemplificando que
h& maior porcentagem de variacdo ambiental do que variacdo genética, reduzindo o
sucesso com a selecéo.

O CVgobtido no grupo 2 para fibra e Pol também foi menor que 10%, indicando
haver pouca variabilidade genética e com isso reduzindo a possibilidade de sucesso
na selecdo, conforme listados nas tabelas 4 e 5. Oliveira et al. (2005) encontraram
valores de CVg4 acima de 10% em trés ambientes na selecao de gendtipos de agucar
para toneladas por hectare. Com isso, fica demonstrada a possibilidade efetiva de
selecéo entre gendtipos. Valores de CVqy para época 3 de colheita no ano agricola
2015/2016 para o grupo 1 foi menor que 10% em fibra, enquanto para o teor de
sacarose (Pol) foi 27,71%. No grupo 2 observou-se CVg menor que 10% para fibra e
Pol. A relacdo CVg/Cve foi menor que 1 para a andlise conjunta dos grups 1 e 2,
indicando haver alta influéncia do ambiente sobre a variagcdo, dessa forma nao

existindo condicéo favoravel para a selecéo.

As herdabilidades individuais no sentido amplo (hs) foram inferiores as

herdabilidades da média de clone h,2nC para o grupo 1 e grupo 2. Os valores estimados
a herdabilidade individual variaram de 20,90% a 39,75% para fibra no grupo 1 e de
34,97% a 61,59% no grupo 2, sendo considerada herdabilidade média de acordo com
Resende (2002) (Tabela 4). Na Pol, no grupo 1, os valores variaram de 34,25% a
53,93% e no grupo 2 de 15,42% a 51,59%. Os valores estimados de hé na analise
conjunta das épocas de colheita nos grupos 1 e 2 foram inferiores comparados aos
apresentados por Mancini et al. (2010) em cana soca, enquanto que foram superiores
aos apresentados por Oliveira (2007) avaliando familias de irm&os germanos de cana-
de-acucar. Ja a época 3, colhida em 2015, a hg estimada para fibra foi superior aos

resultados apresentados por Xavier et al. (2014). A variagao entre esses coeficientes



45

de herdabilidade para os mesmos caracteres esté relacionada a populacdo em estudo
e das condi¢cdes do ambiente onde foram avaliadas.

Os valores estimados de hrznC para fibra variaram de 51,38% a 72,52% no grupo
1 e de 68,26% a 86,51% para o grupo 2 (Tabela 4). Para Pol, a variagéo foi de 67,57%
a 82,40% (grupo 1) e de 42,18% a 81% (Tabela 5). Este tipo de herdabilidade &

utilizada quando se usam médias como unidades de avaliagdo e selecdo. A alta hﬁqc
observada no presente trabalho indica pouca influéncia do ambiente na expresséao de
fiora e Pol (DABHOLKAR, 1999). Segundo Resende (2002), estes valores sé&o
considerados altos e proporcionam boa acuracia, pois indicam maior porcentagem de
componentes genéticos em relagdo ao ambiental, o que resulta em alta acuracia,
favorecendo o sucesso com selecao.

A acuracia de selecdo dos genotipos é calculada por meio da raiz quadrada da
herdabilidade de média de genotipos. Este parametro € fundamental no aspecto da
avaliac&do genotipica porque nos fornece o quanto o valor predito estimado de um esta
mais proximo do real valor genético (HENDERSON, 1984). O valor desta correlagéo
varia de 0 a 1 e quanto mais préximo de 1 ou 100%, maior a acuracia na selecéo e
mais precisa € a inferéncia do valor predito. Portanto, os valores de acuracia variaram
de 0,8 a 0,9 indicando uma étima qualidade experimental e seguranca na selecéo,
nos grupos 1 e 2 (Tabelas 4 e 5).

Os valores para a correlacdo genotipica dos gendétipos nas trés épocas de
colheita fy,. para o grupo 1 foram 1 e 0,84 e para o grupo 2: 0,90 e 0,89. Estes valores
correspondem a fibra e pol, respectivamente. Estas correlacdes foram de alta
magnitude, quando comparadas ao valor de correlacdo genotipica de 0,62 e 0,49
encontrado por Oliveira et al. (2005) e Bastos et al. (2007) avaliando gendétipos de
cana em varios embientes, os quais revelam moderado nivel de interagcdo gendtipo x
ambiente.

A predicdo dos valores genéticos via BLUP (Melhor Preditor Linear néo
Viesado) dentro de cada grupo permitiu o ordenamento dos genétipos por cada época
considerando as variaveis Pol e fibra. Foram apresentados os 10 gendtipos com 0s
maiores g (BLUPS) para Pol e para fibra. Os g (BLUPS) sdo os valores genéticos
preditos que somados a média ajustada resultam no valor genotipico. Valores com
asterisco (*) diferem de zero (p<0,05) pelo teste t.
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Na avaliacdo da fibra no ano de 2015 para o grupo 1, formado por 18 genétipos
(responsivos para o atributo fibra), o IN8458 (94) apresentou os maiores valores
preditos para a 12 e 32 época, porém na 22 época houve alteracdo no ordenamento,
permanecendo o gendtipo 43 (IACBIO277) como de maior valor genotipico. Com
relacdo ao valor predito da analise conjunta das trés épocas de colheita, além da
colheita realizada em setembro de 2015, o gendtipo 94(IN8458), também apresentou
o maior valor de teor de fibra, enquanto que o gendtipo 99 (SES205A) obteve o menor
valor predito dentre dez listados na Tabela 6.

Segundo Rao e Weerathaworn (2009), o teor de fibra aumenta paralelamente
ao aumento da idade da cana. Os mesmos autores identificaram em um trabalho de
desenvolvimento de cultivares para aptidado tanto para fibra como para producao de
sacarose que a cultivar tailandesa MPT99-648 no nono més apresentou 16,5% de
fibra, mas mostrou incremento de 2% do 11° para 0 12° més. Ja resultados contrarios,
segundo Elibox (2011), € que teores de fibra ttm se mantido estaveis ao longo de 4 a
12 anos por gendtipo nos repetitivos ensaios durante varias socas, diferentes locais
em cinco paises, sdo eles: Barbados, Belize, Republica Dominicana, Guiana e
Jamaica. Entre os gendtipos usados pelo mesmo autor no estudo de herancga, também
foi verificado que os teores de fibra sdo estaveis para os genotipos nos experimentos

em diversos locais e anos.



Tabela 6: Ranking dos dez melhores gendtipos do grupo 1 de cana-de-acgucar e predicdo dos valores genotipicos para o atributo
fibra.

Anélise conjunta Epoca 1l Epoca 2 Epoca 3 Epoca 3*
Ranking Gen g Gen g Gen g Gen g Gen g
1 94 3.0633* 94 2,2254* 43 2,534* 94 2,8245* 94 1,0927"s
2 43 2.0991* 41 1,5161" 41 2,1569* 39 1,2955" 43 0,9180"s
3 39 1.3328* 43 1,348" 94 2,0184"s 95 1,2276" 40 0,8242"s
4 95 0.9526"s 39 1,1931" 8 1,909"s 43 1,1065" 95 0,4492"s
5 41 0.8345"s 11 0,8959"s 44 1,283" 36 0,4065" 39 0,3569"
6 36 0.2673"s 95 0,4522"s 39 0,5269"s 11 0,3572"s 36 0,2398"s
7 44 0.2602"s 37 0,07922"n 99 0,01022" 44 -0,0446"s 99 0,0070n"s
8 11 -0.01796" 42 -0,0723" 95 -0,0411"ms 38 -0,207"s 8 0,0000n"s
9 40 -0.3303"s 99 -0,0723"s 36 -0,0478"s 40 -0,2376"s 44 -0,0864"s
10 99 -0.3891" 36 -0,2421™ 93 -0,4863" 37 -0,38"s 11 -0,1296"
Media Geral 18,3565 17,04105 17,7109 19,2264 19,7782

*: significativo ao nivel de 5% pelo teste t; ns: ndo significativo; g= BLUP. 8=NG5712; 11=IN8482; 36=1ACBI0241; 37=1ACBI0257; 38=IACBI0266; 39=IACBIO270;
40=1ACBI0271; 41=IACBI0273; 42=IACBIO275; 43=IACBIO277; 44=1ACBI0279; 93=1J76293; 94=IN8458; 95=IN8488; 99=SES205A. Epoca 3 * (colhida em 2016);
Gen= Genotipos

LY
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Os resultados do grupo 1 destacam as combinacfes hibridas favoraveis para
0S genotipos com maior teor de fibra entre S. officinarum x S.spontaneum e S.
robustum x S. officinarum. Genaétipos pertencentes a S. spontaneum possuem uma
alta porcentagem de alelos relacionados a teores de fibra, destinados para a obtencao
de cultivares de “cana energia”. Isto indica que estes cruzamentos podem gerar
gendtipos com valores genéticos positivos para fibra.

Viator e Richard (2012) avaliando efeitos de data de plantio no teor de fibra em
Louisiana, Estados Unidos, comparando cultivares para a produ¢do com a L79-1002
(cana energia) detectaram valores de 2400 Kg/ha a mais de fibra no més em relagao
aos plantios de setembro e outubro.

Os genotipos 41 (IACBIO273), 44 (IACBIO279), 11 (IN8482), 99 (SES205A), 8
(NG5712), 38 (IACBIO266) e 42 (IACBIO275) nao estao entre os dez melhores para
todas as épocas, indicando que a época de colheita influencia no ranking dos
gendtipos (Tabela 6). O gendtipo 42 esteve apenas entre os dez melhores na época
1,08 e 93 na época 2 e o0 38 e 40, na época 3. Embora a analise de variancia nao
revele significancia para a interagdo genétipo x época para fibra do grupo 1, poucos
gendtipos sofrem interferéncia da época de colheita como: 42, 8, 93, 38 e 40 que estdo
apenas em entre 0os dez primeiros em uma das trés épocas colhidas em 2015. Os
teores de fibra sdo superiores aos encontrados por Xavier et al. (2014) na selecéo de
progénies, indicando que podem ser utilizados na obtencdo de cultivares para a
producado de bioenergia.

Para a mesma variavel (fibra), no grupo 2 que contém 82 individuos mais
responsivos em relacéo ao teor de sacarose (Pol), observou-se maior valor predito na
analise conjunta e na primeira época de colheita para o genoétipo 32 (IACSP972084),
o gqual também esteve dentre os dez primeiros nas épocas 2 e 3, além da época 3
colhida em 2016. Os seguintes genotipos estiveram presentes entre os dez apenas
na época 1 (Tabela 7): 16 (IACSP993009), 9 (IACSP042516), 61 (IACSP022067) e
100 (SP832847). Os gendtipos 57 (IACSP015519), 34 (IAC914168) e 80
(IACSP953018) apresentaram valores preditos dentre os dez apenas para a segunda
época. Ja os genotipos 68 (IACSP042510) e 18 (IACSP012421), na época 3. As
mudanc¢as no ordenamento dos genotipos destacam a existéncia da interacdo das

épocas de colheita no valor da variavel.



Tabela 7: Ranking dos dez melhores genoétipos do grupo 2 de cana-de-acglcar e predicdo dos valores genotipicos para o atributo

fibra.
Anélise conjunta Epoca 1 Epoca 2 Epoca 3 Epoca 3*
Ranking Gen g Gen g Gen g Gen g Gen g
1 32 1.951* 32 2,1084* 57 1,8376* 21 2,6055* 96 1,7736*
2 21 1.8008* 21 1,511* 50 1,353* 32 1,6993* 60 1,7023*
3 50 1.6287* 60 1,4641* 32 1,3444* 74 1,6734* 21 1,6922*
4 60 1.4458* 50 1,3784* 74 0,83* 12 1,2559* 50 1,6192*
5 74 1.3329* 16 1,2194* 14 0,7374* 50 1,2343* 32 1,607*
6 14 0.963* 9 0,9767* 60 0,7181* 60 1,1694* 74 1,5097*
7 33 0.9381* 33 0,8747* 34 0,6176"s 33 0,9705* 14 0,9423*
8 12 0.8971* 12 0,8547* 21 0,6106"s 14 0,836* 33 0,8307*
9 100 0.7193* 61 0,7891* 33 0,5234"s 68 0,7845* 65 0,8064*
10 57 0.6695* 100 0,7075* 80 0,4946"s 18 0,7836* 100 0,7719*
Média geral 11,6697 11,4225 11,1929 11,6557 12,41292

*: significativo ao nivel de 5% pelo teste t ;ns: ndo significativo; g= BLUP. 9= IACSP042516; 12=IACSP042508; 14=IACCTC059630; 16=IACSP993009;
60=IACSP018158;

18=IACSP012421; 21=IACSP991020;

32=ACSP972084;

33=CTC15;

34=1AC914168;

61=IACSP022067; 68=IACSP042510; 74=IACSP046032; 80=IACSP953018; 100=SP832847. Epoca 3 * (colhida em 2016).

50=IACCTC061050; 57=IACSP015519;

6v



50

O crescimento vegetativo é favorecido por quantidade de agua e temperatura
adequadas. As necessidades estdao em torno de 1200 a 1300 mm e temperatura
variando de 22°C a 30°C. Com o fim do estagio de crescimento vegetativo inicia-se a
maturacdo no més de abril a maio para a regido Sudeste. Esta fase é estimulada com
reducdo de chuvas e temperatura até a metade do ano. No ano agricola de 2014/2015
e 2015/2016 as baixas temperaturas contribuiram para o acumulo de sacarose (Figura
2).
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Figura 2 -Valores médios de temperatura maxima e minima (°C) e pluviosidade
mensais de janeiro de 2014 a outubro de 2016 fornecidos pelo Centro de Cana/lAC.

Para o atributo Pol no grupo 1, foi observado que os gendtipos 1 (US571415),
35 (IACBI0232), 36 (IACBIO241), 37 (IACBIO257), 38 (IACBIO257) e 93 (1J76293)
estiveram entre os dez melhores incluindo a época 3 colhida no ano de 2016 (Tabela
8). Os gendtipos 8 (NG5712), 44 (IACBIO279) e 99 (SES205A) estiveram entre os dez
primeiros na primeira e terceira época de colheita, no inicio e fim da safra de 2015. O
41 (IACBIO273) esteve presente entre os dez na analise conjunta, primeira e segunda
época de colheita. Enquanto que o 39 (IACBI0270), 11 (IN8482) e 95 (IN8488) na



segunda época e 10 (Krakatau) na andlise conjunta e terceira época no ano de 2015. Os teores de sacarose (Pol cana) apresentados

pelos gendtipos do grupo 1 considerados abaixo do padréo para a producao de agucar é justificado pelo fato de esses genaétipos

terem sido desenvolvidos para a producao de niveis mais elevados de fibra.

Tabela 8: Ranking dos dez melhores gendétipos do grupo 1 de cana-de-agucar e predi¢do dos valores genotipicos para o atributo Pol

(cana).
Anélise conjunta Epoca 1l Epoca2 Epoca 3 Epoca 3*
Ranking Gen g Gen g Gen g Gen g Gen g
1 1 3,7918* 37 3,2056* 1 3,646* 10 3,1351* 35 3,428*
2 38 2,8957* 38 2,7289* 38 2,9405* 1 3,0613"s 1 3,077*
3 35 2,5039* 8 2,1187* 37 2,8141* 35 2,3334"s 38 1,913"
4 37 2,3796* 1 1,2807" 35 1,7137"s 38 2,2528"s 37 1,879
5 36 1,2596" 36 1,2561" 36 0,8167"s 8 1,2837" 36 1,497
6 8 1,1414" 35 1,0346" 39 0,3787"s 36 0,8462"s 93 0,746"s
7 93 0,3054"s 93 0,1571"s 11 0,3105"s 93 0,8297"s 44 0,271m
8 10 -0,4833"s 44 -0,0101"s 95 -0,2056"s 99 0,412" 39 0,259"s
9 44 -0,8066" 99 -0,3775" 41 -0,3298"s 37 0,4076"s 95 0,020
10 41 -0,8484"s 41 -0,5985"s 93 -0,5688"s 44 -0,6488"s 8 0,000"s
Media Geral 7,4473 7,0881 7,5164 7,0275 7,9216

*. significativo ao nivel de 5% pelo teste t; ns: ndo significativo; g= BLUP. 1=US571415; 8=NG5712; 10=KRAKATAU; 11=IN8482; 35=IACBIO232;
36=IACBI0241; 37=IACBIO257; 38=IACBI0266; 39=IACBIO270; 41=IACBI0273; 44=IACBIO279; 93=1J76293; 95=IN8488; 99=SES205A. *Epoca
3= (colhida em 2016); Gen= Gen6tipos

a1l
=
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Embora apresentem niveis de sacarose dentre os dez melhores no inicio, meio
e fim de safra, esses gendtipos ndo possuem condi¢des tecnoldgicas adequadas para
serem colhidos, porque exibem teor de sacarose abaixo do nivel considerado para o
periodo util de industrializacdo (PUI) que é acima de 12,257% de Pol (cana)
(LAVANHOLI, 2010).

No grupo 2 (responsivo para teor de sacarose), somente o0 gendtipo
71(IACSP043150) apresentou valores genotipicos entres os dez genoétipos para as
trés épocas de colheita e andlise conjunta. Isto mostra que ele possui um longo
periodo util industrializacdo, podendo ser colhido em qualquer uma das trés épocas
de colheita. Ademais, seus valores genéticos estimados (BLUPS) foram positivos e
significativos nas épocas 1 e 3, ou seja, diferiram de zero. Os gendtipos 46
(IACCTCO056518), 91 (IACSP993369) e 60 (IACSP018158) apresentaram valores
preditos para Pol entre os dez na primeira e segunda época, isto é, no inicio e meio
de safra (Tabela 9); O que indica que devem ser colhidos nesses periodos de safra

por estarem em plena maturacéo.



Tabela 9: Ranking dos dez melhores gendétipos do grupo 2 de cana-de-agucar e predigdo dos valores genotipicos para o atributo Pol

(cana).
Analise conjunta Epoca 1l Epoca 2 Epoca 3 Epoca 3*
Ranking Gen g Gen g Gen g Gen g Gen g
1 71 1,4731* 80 1,9469* 71 0,7845"s 22 1,6824* 51 1,5258*
2 51 1,46* 18 1,5236* 22 0,7227"s 79 1,6138* 87 1,4227*
3 18 1,284*7 46 1,5223* 91 0,708"s 89 1,401* 18 1,3708*
4 91 1,2626* 91 1,4761* 19 0,7018"s 69 1,3913* 55 1,2757*
5 87 1,2257* 71 1,2963* 46 0,6825"s 71 1,3864* 65 1,2129*
6 22 1,1183* 51 1,2763* 62 0,5839"s 63 1,1627" 28 1,0822"
7 55 1,0104* 45 1,2275* 25 0,5573"s 78 1,1538" 79 1,0063"
8 78 0,974~ 60 1,2183* 60 0,5178"s 70 1,1018" 86 0,9853"s
9 28 0,9347* 82 1,165* 87 0,4974"s 51 1,094 63 0,9663"
10 82 0,926* 55 1,1646* 64 0,4945"s 83 1,0173" 45 0,957
Média geral 15,5227 13,8616 15,2681 16,3745 16,6599

* significativo ao nivel de 5% pelo teste t ;ns: ndo significativo, g= BLUP; Epoca 3 * (colhida em 2016). 18= IACSP012421; 19=IACSP042521; 22=
IACSP045065; 25= IACSP018034; 45= IACCTC053616; 46=|ACCTC056518; 51= IACCTC069708; 55= IACSP012430; 60= |ACSP018158; 62= IACSP022125;
63=IACSP023025; 64= IACSP023168; 69= IACSP043123; 70= IACSP043148; 71= IACSP043150; 78= IACSP046152; 79= |ACSP933046; 80=IACSP953018;
82=IACSP962008; 83= IACSP963056; 87= IACSP974039; 89= IACSP982053; 91=IACSP993369; Gen= Genbtipos

€g
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O 22 (IACSP045065) foi o Unico que apresentou valor genotipico na segunda
e terceira época para Pol, indicando que possui perfil de maturacéo para o meio e fim
de safra, os quais séo os periodos de maior volume de producédo (LANDELL, 2007).
Os demais gendtipos: 80 (IACSP953018), 18 (IACSP012421), 45 (IACCTCO053616),
82 (IACSP962008) e 55 (IACSP012430) apresentaram valores genotipicos entre os
dez apenas na primeira época. O que indica que possuem maior acumulo de sacarose
na primeira época e devem ser colhidos no inicio de safra, fator contribui para um
periodo cujo volume de producédo € menor. Estes valores foram inferiores aos dez
maiores (14%) encontrados por Oliveira (2007) na sele¢do de familias de cana com
maturagao precoce para o estado do Parana.

O 19 (IACSP042521), 62 (IACSP022125), 25 (IACSP018034), 87
(IACSP974039) e 64 (IACSP023168) possuem maior acumulo de sacarose dentre 0s
dez melhores, somente na segunda época, deixando claro que recomenda-se que
devem ser colhidos no meio de safra. E por fim, os genétipos 79 (IACSP933046), 89
(IACSP982053), 69 (IACSP043123), 63 (IACSP023025), 78 (IACSP046152), 70
(IACSP043148) e 83 (IACSP963056) possuem perfil de maturacéo para fim de safra,
uma vez que apresentaram maiores valores genotipicos apenas na terceira época,
portanto devem ser colhidos no més de setembro (Tabela 9).

A mudanca no ordenamento pode ser visualizada, por exemplo, para o genétipo
51 (IACCTC069708), presente na analise conjunta, primeira e terceira época, mas
abaixo dos dez primeiros na segunda época. O mesmo ocorreu com 46
(IACCTC056518), 60 (IACSP018158) e 91 (IACSP993369), presentes entre os dez
na andlise conjunta, primeira e segunda época, sofreram influéncia em relagéo a
época de colheita apresentando valores genotipicos na terceira abaixo dos dez
primeiros gendtipos. No entanto, fica demonstrado que a época de colheita provoca
mudanca no ranking.

No ano agricola de 2015/2016 foi avaliada a terceira época, colhida em
setembro para os dois grupos discriminados. No grupo 1, para a variavel fibra, oito
dos dez gendtipos melhores do ranking de 2014/2015 estiveram presentes
apresentando os maiores valores genotipicos preditos no fim de safra de 2016. Os
materiais foram: 94 (IN8458); 43 (IACBIO277), 40 (IACBIO271), 95 (IN8488), 39
(IACBIO270), 36 (IACBIO241), 44 (IACBIO279) e 11 (IN8452) (Tabela 6). Quanto a
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Pol, foi observada também a presenca de oito genoétipos da época 3 colhida em 2015,
35 (IACBI0232), 1 (US571415), 38 (IACBIO266), 37 (IACBIO257), 36 (IACBIO241),
93 (1J76293), 44 (IACBIO279) e 8 (NG5712). Estes materiais estdo ordenados pelos
seus respectivos valores genotipicos e se confirmam na segunda colheita de cana
soca como materiais tardios apresentando maior teor de sacarose na terceira colheita
(Tabela 8).

No grupo 2, 60 (IACSP018158), 21 (IACSP991020), 50 (IACCTC061050), 32
(IACSP972084), 74 (IACSP046032), 14 (IACCTC059630) e 33 (CTC15)
apresentaram maior teor de fibra para a época 3 comparada ao ano de 2015 (Tabela
7). Enquanto que 65 (IACSP042503) e 96 (NG57213) em 2015 né&o estiverem entre
os dez melhores para nenhuma época de colheita. O gendtipo 100 (SP832847) em
2015 teve percentual de fibra dentre os dez somente na primeira época de colheita.
Para Pol, 51 (IACCTC069708), 79 (IACSP933046) e 63 (IACSP023025) também
estiveram dentre os dez na época 3 de 2016 (Tabela 9). Os demais gendétipos: 45
(IACCTCO053616) e 87 (IACSP974039) estiveram entre os dez nas épocas 1 e 2,
respectivamente, 18 (IACSP012421) e 45 (IACCTCO053616) na época 1. O 55
(IACSP012430), 65 (IACSP042503), 28 (IACCTC055580) e 86 (IACSP973384) ndo
estiveram entre os dez com maior Pol em nenhuma época colhida no ano de 2015.

Ao longo da histéria do melhoramento de cana sempre foram selecionados
genatipos ricos em teor de sacarose e contra fibora (SANTCHURN et al., 2012). Além
disso, ha uma correlagdo negativa entre teor de acucar e fibra e isto fez com que a
selecdo para uma caracteristica proporcionasse ganho negativo para outra
(JACKSON, 2005). Com relacao a cana de dupla aptidao, aquelas que se situam mais
ao centro dos dois CPs possuem teor de agucar e fibra mais proximos. As dez
melhores do grupo 1 para a variavel Pol apresentam niveis abaixo do exigido para a
industria. Porém, Rao e Weerathaworn (2009) identificaram sete genotipos
considerados de dupla aptiddo, com teores de fibra variando de 14,88% a 15,93% e
para Pol de 11,59% a 14,07%.

A importancia do uso de modelos mistos em cana-de-acUcar € visualizada na
selecdo de familias, em que séo preditos os valores genéticos dos cruzamentos,
identificando assim genaotipos potenciais para novos cruzamentos. Assim € possivel

assim descartar aqueles gendtipos com baixos valores genéticos para Pol em uma
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determinada época de colheita. Os genoétipos que apresentaram BLUP negativo ndo
foram significativos, ou seja, podem ser iguais a zero, indicando que os individuos
podem ndo possuir valor genotipico abaixo da média geral e assim ndo serem
eliminados. A alta correlacdo verificada por Barbosa et al. (2005) entre BLUP
individual e BLUP individual simulado (BLUPIS) indica o numero de individuos a ser
selecionado por familia, o numero total de clones a ser avancado e o namero de
familias a contribuir com individuos selecionados. Portanto, a aplicacdo de valores
genéticos preditos pode contribuir para eficiéncia da selecéo clonal.

Outro fator importante a ser considerado é o conhecimento dos ambientes de
producdo que consiste nas condi¢des fisicas, hidricas, quimicas e mineraldgicas dos
solos, associadas ao preparo e manejo adequado do solo, precipitacdo pluviométrica,
temperatura, radiacdo solar e evaporacdo (PRADO, 2008). O conhecimento dos
ambientes de producdo serve para alocar as cultivares corretamente em fungéo do
seu potencial genético, colhendo-se a cana-de-aglcar na época mais indicada
(CAVALCANTE; PRADO, 2010).

4 CONCLUSAO

A herdabilidade ampla da média de gendétipos apresentou alta magnitude (50%
a 80%), o que indica possibilidade de selecdo com alta acuréacia.
Os genatipos do grupo 1 possuem perfil para a obtencado de cultivares de “cana
energia” mediante os altos aos teores de fibra.
Houve genotipos com curto e longo periodo atil de industrializagdo, podendo
sere colhidos em épocas especificas ou em qualquer periodo da safra. Isto confirma

a pratica usual de especificidades para a colheita.
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CAPITULO 3 — MAPEAMENTO ASSOCIATIVO DE GENES RELACIONADOS A
POL E A FIBRA DE CANA-DE-ACUCAR EM TRES EPOCAS DE COLHEITA

RESUMO - A cana-de-agucar € uma cultura semiperene e o uso de marcadores
moleculares no melhoramento dessas espécies de ciclo longo pode reduzir o tempo e
custo para a obtencéo de novas cultivares. A aplicacdo do mapeamento associativo
permite identificar marcadores associados a caracteres de importancia econémica em
varios ambientes, anos e colheitas. Assim, o estudo teve como objetivo detectar
marcadores associados as variaveis tecnoldgicas (Pol e fibra) utilizando método
Bayes C1r em trés épocas de colheita: inicio, meio e fim de safra. Para o estudo foram
utilizados 100 gendtipos de cana-de-agucar, incluindo cultivares comerciais e acessos
IAC. Foram conduzidos trés ensaios e avaliados em cana soca. ApGs o plantio foi
realizada a extracdo de DNA de cada um dos materiais e posteriormente genotipagem
com marcadores AFLP (polimorfismo de comprimento de fragmento amplificado).
Posteriormente foi realizada a andlise de estrutura da populacdo via abordagem
bayesiana pelo software STRUCTURE e também por analise de componentes
principais. Foram identificados trés subgrupos, enquanto que na analise de
componentes principais e de agrupamento (k-means) foi revelada a existéncia de dois
subgrupos. As andlises de associacdo foram realizadas utilizando 640 marcas
polimorficas apds o controle de qualidade. Para cada época de colheita houve
guantidades diferentes de marcas significativamente associadas com Pol e fibra. Em
cada uma das épocas avaliadas, as marcas explicaram mais de 90% da variacédo
fenotipica dos dados. Além disto, quando testou-se marcas significativas de uma
época para predizer o efeito em outra, observou-se R? acima de 50%, exceto para
fibra na predicdo da época 3 colhida em 2016 quando utilizou-se marcas da época 3
de 2015. Dentre as marcas associadas a Pol, as marcas AFLP 418, 435 e 700
estiveram associadas as trés épocas. Para fibra, apenas a marca AFLP 520 esteve
associada as trés épocas de colheita. Sendo assim, as marcas podem ser validadas
na selecdo para a obtencdo de novos materiais.

Palavras-chave: estrutura genética, Bayes Crtr, interacdo QTL x época, marcador
AFLP
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CHAPTER 3 - ASSOCIATION MAPPING OF GENES RELATED TO POL AND
FIBER OF SUGAR CANE IN THREE HARVEST SEASONS

ABSTRACT —-The sugarcane is a semiperennial crop and the use of molecular
markers in the breeding of these long-cycle species can reduce the time and cost to
obtain new cultivars. The application of association mapping allows the identification
of markers associated with characters of economic importance in various
environments years and harvests. The aim of this study was to detect markers
associated to the technological variables (Pol and fiber) using Bayes C1r method in
three harvesting periods beginning, middle and end of harvest. For the study, 100
sugarcane genotypes were used including commercial cultivars and IAC accessions.
Three trials were conducted and evaluated in cane ratton. After the planting DNA
extraction of each materials was carried out and later genotyping with AFLP markers
(amplified fragment length polymorphism). Later the analysis of the population
structure was performed using the Bayesian approach by STRUCTURE software and
by principal components analysis. Three subgroups were identified, whereas in the
analysis of principal components and grouping (k-means) was revealed the existence
of two subgroups. Association analyzes were performed using 640 polymorphic tags
after quality control. For each harvesting season there were different amounts of
markers significantly associated with Pol and fiber. In each of the evaluated harvest
season, the markers explained more than 90% of the phenotypic variation of the data.
Furthermore, when significant marks of one season were tested to predict the effect in
another, R? was observed above 50% except for fiber in the prediction of season 3
harvested in 2016, when using marks from season 3 of 2015. Among the markers
associated with Pol AFLP markers 418 435 and 700 were associated with three
seasons. For fiber only the AFLP 520 marker was associated with the three harvest
seasons. Therefore, these markers can be validated in the selection to obtain new
materials.

Keywords: Genetic structure, Bayes Cr, QTL x harvest season, AFLP marker
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1 Introducéo

O cultivo da cana-de-acUcar possui destaque nacional e internacional pela
producado de acucar e etanol. Os primeiros programas de melhoramento genético da
cana objetivavam cultivares com alto teor de sacarose. No entanto, os programas
atuais estdo também focando no desenvolvimento de materiais ricos em fibra, os quais
sao direcionados para a geracao de energia na propria usina e/ou para a producédo do
etanol de segunda geracao.

A cana-de-acUcar € uma espécie propagada vegetativamente e permanece no
campo produzindo durante 5 a 10 anos, por sucessivos ciclos de colheita. O primeiro
ano de corte é chamado de planta, e os demais de cana soca. A safra anual é dividida
em trés épocas: safra de outono, safra de inverno e safra de primavera. Na regiao
Centro-Sul do Brasil a safra se inicia no més de abril e se estende até novembro. Por
ser uma espécie de ciclo longo, a cana é exposta a diferentes condi¢des climéticas
durante os estagios fenoldgicos (LANDELL, 2007). Sendo assim, as cultivares
possuem diferentes periodos de ponto de maturacdo ao longo da safra, que consiste
no estagio em que a espécie apresenta maiores teores de sacarose (Pol). Segundo
Lavanholi (2010), a cana esta em condi¢cdes adequadas de ser industrializada quando
apresenta teor de sacarose acima de 12,257%. Cultivares que atingem este valor no
inicio de safra (més de abril) sdo classificadas como precoce, em julho, medianas e a
partir de setembro, tardias. Este periodo no qual as cultivares apresentam condicdes
tecnologicas minimas exigidas é denominado de periodo util de industrializacao.

A Pol que significa porcentagem de sacarose aparente, € uma das variaveis
tecnologicas e assim como fibra € mensurada para a avaliacdo da qualidade da
matéria prima. Essas duas caracteristicas sdo as principais para a obtencdo de
materiais destinados a producéo e acucar e alcool ou mais recentemente na selecéo
de cana “energia” para a co-geracao de energia na propria industria ou fabricacéo de
etanol celulésico.

Estudos gendmicos séo ferramentas importantes que auxiliam um programa de
melhoramento na selecédo mais eficiente de materiais para cana convencional ou para
cana com perfil bioenergético. Sendo assim, o uso de marcadores moleculares

juntamente com métodos de maior poder estatistico pode contribuir para se chegar ao
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melhor conhecimento acerca dos genes ou loci relacionados a caracteres
tecnoldgicos.

Nesse sentido, técnicas de associagcdo como mapeamento associativo sédo
Gteis no estudo em espécies de importancia agronémica como milho (YU; BUCKLER,
2006), soja (SHI et al., 2010; SIGRIST, 2012) e cana-de-acucar (GONCALVES, 2012).
Estudos com mapeamento associativo sdo Uteis por identificarem marcadores
associados a caracteristicas de importancia agronémica englobando informacdes de
genaotipos, ambientes a interacdo genotipos por ambiente ou condicdes de cultivo
(DEBIBAKAS et al., 2014; SANTOS et al., 2016; XUE et al., 2013).

Na cultura da cana varios trabalhos demostram a importancia do mapeamento
associativo relacionados a diferentes caracteristicas como resisténcia a doencas
(GOUY et al., 2015; WEI et al., 2006) e relacionados aos teores de sacarose (AITKEN
et al., 2008; JACKSON, 2005 ; RACEDO et al., 2016) e de fibra (LOPES, 2011).

O mapeamento associativo, conhecido também como mapeamento por
desequilibrio de ligacéo, surgiu como alternativa ao mapeamento de QTLS por possuir
maior flexibilidade na escolha da populacdo de mapeamento que pode ser formada
por populacbes biparentais, colecdes de bancos de germoplasma, linhagens em
desenvolvimento e populacbes naturais; e por considerar todo o histérico de
recombinagdes oriundo de sucessivas geracbes de cruzamento proporcionando
aumento do poder de associacdes (GUPTA; RUSTGI; KULWAL, 2005).

Um fator importante para adquirir sucesso na conducdo do mapeamento
associativo € a existéncia do desequilibrio de ligacdo (DL). A quantidade de
marcadores utilizados varia em funcao da presenca do alto nivel de desequilibrio de
ligacdo, e quanto maior este nivel, maior a chance de mais marcadores estarem
associados aos loci de interesse. Fatores como mistura de populagbes, mutagao,
selecao efeito fundador e deriva genética podem influenciar o desequilibrio de ligacao
(FLINT-GARCIA; THORNSBERRY; 1V, 2003).

Nos estudos de associacbes ha a ocorréncia de falsas associacbes
provenientes da estruturagdo da populacao, isto €, da existéncia de grupos dentro da
populacdo em estudo. Em virtude disto, a identificacédo da estrutura pode ser feita por
meio de métodos estatisticos, tais como: abordagem bayesiana (PRITCHARD;
STEPHENS; DONNELLY, 2000), andlises de componentes prinicpais (PRICE et al.,
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2006). Porém, os métodos que excluem o efeito de confundimento causado nessas
populacdes estratificadas podem vir a remover também a associacao verdadeira com
o fendtipo (MA et al., 2012).

Para detectar as associacfes entre marcadores e fenotipos € necessario o uso
de métodos estatisticos como modelos mistos que incorporam fatores fixos e
aleatorios em seu modelo. Sua finalidade esta em descrever as relacbes entre o
fendtipo e algumas covariaveis nos dados que foram medidas ou observadas junto
com a variavel resposta (fenotipo) (LOPES, 2011). Por meio desses modelos é
possivel a inclusdo da informacao de parentesco e de estrutura da populagédo (ZHOU;
STEPHENS, 2012). Sua aplicacdo tém apresentado sucesso na andlise de dados
fenotipicos provenientes de experimentos conduzidos em varios locais, colheitas e
anos agricolas e que apresentam desbalanceamento (VAN EEWIJK et al., 2007).

A abordagem bayesiana diferente dos métodos frequentistas utiliza uma
distribuicdo a priori baseada em experimentos ou conhecimentos anteriores para cada
parametro de interesse. Por meio de uma distribuicdo a posteriori sdo obtidas as
inferéncias dos parametros populacionais. Existem varios métodos como: Bayes A e
Bayes B propostos por Meuwissen et al. (2001). Estes métodos proporcionam maiores
acuracias da predicéo do efeito dos marcadores. Habier et al. (2007) exemplificam a
superioridade da acuracia do Bayes B em relacdo ao RR-BLUP na predicéo de efeitos
de marcadores. Outros métodos como o Bayes C, Bayes Cm e Bayes Dt foram
propostos por Habier et al. (2011), destacando-se o Bayes Ctr por propiciar
informacdes sobre a arquitetura genética do carater quantitativo e identificar as
posicoes do QTL pela modelagem da frequéncia do single nucleotide polymorphism
(SNP) néo nulos, além de considerarem simultaneamente todas as marcas.

O objetivo do trabalho foi avaliar a estrutura genética da populacdo de cana-
de-acucar constituida de gendtipos ricos em sacarose e em fibra, e além de identificar
marcas associadas a Pol e fibra em trés épocas de colheita utilizando o método Bayes
Cm.
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2.Material e métodos

2.1.Material vegetal

O painel de associacao utilizado no presente estudo foi constituido por 100
genotipos de cana-de-acucar contrastantes para Pol e fibra incluindo clones e
cultivares selecionados do banco de germoplasma do Centro de Cana do Instituto
Agrondmico de Campinas. Desses 100, as cultivares sdo: IACSP95-3028, CTC 15,
IACSP93-3046, IACSP96-3076, IACSP97-4039, RB85-5156, RB93-5744 e
SP832847.

Os genotipos avaliados pertencem a diferentes programas de melhoramento
do Brasil e de outros paises. Do Brasil, 89 gendétipos sdo pertencentes aos seguintes
programas de melhoramento: IAC (Instituto Agrondmico de Campinas), CTC (Centro
de Tecnologia Canavieira), SP (Copersucar — Coopertativa de Produtores de Cana-
de-Aclcar, Aclcar e Alcool do Estado de S&o Paulo) e RB (Ridesa — Rede
Interuniversitéria para o Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro). Os outros
gendtipos com nomenclatura “NG” séo oriundos da Nova Guiné, regido de centro de
origem da S. officinarum. Os gendtipos IS, IN, 1J e Krakatau s&o oriundos de ilhas na
Indonésia e o US51415 é oriundo dos Estados Unidos. Ao painel também foi

adicionado o0 SES205A, gendtipo selvagem pertencente a S. spontaneum.



Tabela 1. Painel composto por 100 gendtipos de cana-de-agUcar selecionados do banco de germoplasma de Centro de Cana/lAC para

mapeamento associativo de Pol e fibra

N° Genotipo Genitor feminino Genitor masculino Origem  N° Genotipo Genitor feminino Genitor masculino  Origem
1 US571415 Desconhecido Desconhecido EUA 51 IACCTC069708 IACSP962042 CT014455 Brasil
2 CANAALHO Desconhecido Desconhecido 52 IACCTC069713 IACSP955000 CT961307 Brasil
3 IACSP012410 R570 IAC873396 Brasil 53 IACCTC069741 IACSP955000 RB72454 Brasil
4 1ACSP046007 P0O8862 CTC9 Brasil 54 |ACSP012417 RB835486 SP775181 Brasil
5 1ACSP046059 IACSP953018 SP963092 Brasil 55 1ACSP012430 IAC912195 SELF Brasil
6 IACSP972053 SP842066 IAC863154 Brasil 56 IACSP015501 SP913059 CTC957 Brasil
7 IACSP953028 IACSP953028 RB855156 Brasil 57 1ACSP015519 RB835486 SP775181 Brasil
8 NG5712 S. robustum Desconhecido Indonésia 58 IACSP018046 R570 IAC873396 Brasil
9 |ACSP042516 IAC912288 SP80185 Brasil 59 |ACSP018082 IAC913093 SP87365 Brasil
10 KRAKATAU S. spontaneum Desconhecido Indonésia 60 |IACSP018158 RB835486 SP775181 Brasil
11 IN8482 S. spontaneum Desconhecido Indonésia 61 |ACSP022067 SP973060 SP701143 Brasil
12 IACSP042508 SP913059 IACSP972077 Brasil 62 |ACSP022125 SP901161 SP901644 Brasil
13 IACSP955037 SP842066 IAC873396 Brasil 63 IACSP023025 SP924230 SP88813 Brasil
14 IACCTC059630 IACSP972053 RB85453 Brasil 64 IACSP023168 IAC914216 SP803280 Brasil
15 IACSP046053 IACSP956114 IACSP933046 Brasil 65 |ACSP042503 P0O8862 CTC9 Brasil
16 IACSP993009 CP701133 SP832847 Brasil 66 IACSP042504 IACSP955037 Desconhecido Brasil
17 IS76155 Desconhecido Desconhecido Indonésia 67 IACSP042509 SP913059 IACSP973391 Brasil
18 1ACSP012421 RB835486 SP775181 Brasil 68 IACSP042510 IAC913093 CTC9638 Brasil
19 IACSP042521 IAC912288 SP963092 Brasil 69 IACSP043123 IACSP953028 SP832847 Brasil
20 [IACSP046058 IACSP953018 SP963092 Brasil 70 1ACSP043148 IACSP953018 IACSP933046 Brasil
21 1ACSP991020 SP851682 SP80185 Brasil 71 1ACSP043150 IACSP953018 IACSP933046 Brasil
22 IACSP045065 IACSP956114 IACSP953050 Brasil 72 1ACSP043259 IACSP966026 RB855453 Brasil
23 IACCTC069767 IACSP963069 IACSP952078 Brasil 73 IACSP045081 IACSP966026 RB855453 Brasil
24 1ACSP985046 SP813251 SP823697 Brasil 74 1ACSP046032 IACSP953028 SP775181 Brasil

L9



25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50

IACSP018034 IAC913093
IACSP993357 SP921584
IACCTCO059578 WHITETRANS
IACCTC055580 CTC4
IACSP976628 RB835486
IACSP976680 SP842066
IACCTC059534 IACSP953028
IACSP972084 RB855035
CTC15 SP842025
IAC914168 SP813137
IACBIO232 RB855465
IACBIO0241 RB855465
IACBIO257 NG26011
IACBIO266 NG26011
IACBIO270 SES069
IACBIO271 SES069
IACBIO273 SESO069
IACBIO275 SES069
IACBIO277 SES069
IACBIO279 SES069
IACCTCO053616 IAC915155
IACCTC056518 SP911049
IACCTC059552 IACSP955011
IACCTCO059607 IACSP972053
IACCTC059634 IACSP972053
IACCTC061050 CT943165

SP87432
Desconhecido
SP803280
IACSP933046
SELF
SP847017
CT961414
SP80185
Desconhecido
Desconhecido
GLAGAH
GLAGAH
Desconhecido
Desconhecido
Desconhecido
Desconhecido
Desconhecido
Desconhecido
Desconhecido
Desconhecido
CT961414
CT931231
CT961414
SP88721
RB855453
IAC911099

Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil

75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100

IACSP046035
IACSP046073
IACSP046077
IACSP046152
IACSP933046
IACSP953018
IACSP956114
IACSP962008
IACSP963056
IACSP963069
IACSP963076
IACSP973384
IACSP974039
IACSP974048
IACSP982053
IACSP983011
IACSP993369
IACSP994011
1376293
IN8458
IN8488
NG57213
RB855156
RB935744
SES205A
SP832847

SP913059
IACSP953028
IACSP972109

IAC911099

SP791011

SP842189

IAC873187

SP80144

SP826108

SP803280

SP847017

RB855113

RB835486

SP842066

SP847017

IAC913093

SP901616

SP842025

S. robustum
S. spontaneum
S. spontaneum
Desconhecido

RB72454

RB835089

Desconhecido
HJ5741

IACSP966026
SP924221
IACSP956114
SP931124
Desconhecido
SP801842
CTC9019
Desconhecido
Desconhecido
Desconhecido
Desconhecido
RB855453
RB855453
IAC863154
SP801842
SP823530
Desconhecido
RB855113
Desconhecido
Desconhecido
Desconhecido
Desconhecido
TUC717
RB765418
Desconhecido
SP701143

Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Brasil
Java
Indonésia
Indonésia
Nova Guiné
Brasil
Brasil

Brasil

89
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2.2 Avaliagéo fenotipica

Foram conduzidos trés experimentos no Centro de Cana do Instituto
Agronémico de Campinas, localizado no Municipio de Ribeirdo Preto-SP, (latitude 21°
12’ 42” S e longitude 47° 48’ 24”). O clima é do tipo tropical com inverno seco,
classificado de acordo como o Sistema Internacional de Classificagdo de Kdppen,
como Aw. A pluviometria média anual € de 1.422 milimetros.

Cada experimento correspondeu a uma época de colheita, sendo a primeira
época em maio, a segunda em julho e a terceira em setembro de 2015 e 2016. Os
trés experimentos foram colhidos com 12 meses, apés os cortes de uniformizacdo
realizados em cana planta, respectivamente, nos meses de maio, julho e setembro de
2014. Os experimentos foram conduzidos em delineamento de blocos casualizados
com 4 repeticdes e 100 gendtipos. Cada parcela foi constituida por uma linha de 1,5
m com espacamento de 1,5 m entre fileiras e 0,5 m entre mudas, contendo 3 mudas
pré-brotadas por parcela.

As variaveis tecnolégicas, Pol (% cana) e fibra, foram analisadas seguindo as
normas técnicas do Conselho de Produtores de Cana-de-Acucar do Estado de Séo
Paulo (CONSECANA, 2006).

2.3. Extracéo e quantificacdo do DNA gendmico

Amostras foram coletadas de primérdios foliares de cada um dos 100 materiais
escolhidos de acordo com a metodologia proposta por Aljanabi et al. (1999). O DNA
extraido foi quantificado tomando como referéncia padrbes de concentracges,
conhecidos como DNA do fago lambda, em gel de agarose 0,8 % (p.v!), corado com

brometo de etidio.

2.4.Reacg0Oes de PCR - Marcadores AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)

Para as reacdes de PCR com os marcadores AFLP, foram utilizadas 300ng do
DNA extraido de cada genotipo para serem digeridos com duas enzimas de restricdo

(EcoRI e Mspl) em um volume de 20 uL, contendo tampé&o 10X e agua ultrapura
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esterilizada. As amostras foram incubadas por trés horas a 37°C e a 70°C por cinco
minutos em termociclador. Apos a digestdo procedeu-se a ligacdo dos adaptadores
contendo 20 pL da reacdo de digestdo, 8 uL do tampédo (Buffer — 5X), 1uL do
adaptador EcoRIl a 5uM, 1uL do adaptador Mspl (Hpa Il) a 50 uM, 1 pL de ATP (10mM)
e 0,51 pL da enzima T4 DNA ligase (67U/uL) e completou-se o volume para 40pL com
agua ultrapura. A reacao de ligacao foi realizada em termociclador a 37°C por duas
horas e a 16°C por 16 horas.

Anteriormente a da etapa de amplificacdo seletiva, foi realizada pré-
amplificacdo com primers complementares aos adaptadores de EcoRI e Mspl(Hpall)
que nao possuem nucleotideos seletivos na extremidade 3’. Foram diluidos os
produtos de ligacdo dos adaptadores seis vezes em agua ultrapura para o preparo da
reacao de amplificacdo. Em seguida adicionou-se 2uL de cada amostra diluida 6X, 1
pL do primer EcoRI+0 (50 uM), 1pL do primer Msp+0 (50uM) 1 pL de dNTPs (2,5mM),
1,2mM MgCL2 (25 mM), 0,2 pL de Taqg DNA polimerase (5U/uL) e completou-se o
volume da reacédo para 15 pL com agua ultrapura As reac6es foram submetidas a 29
ciclos de 94°C por 30 segundos, 56°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto. Todas as
amostras foram dispostas em termociclador, sob os seguintes ciclos repetidos: 29
ciclos de 94°C por 30 segundos, 56°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto.

A Ultima etapa consistiu ha amplificacdo seletiva que utiliza dois primers: um
referente a sequéncia do adaptador da sequéncia de corte raro que tem acrescentado
um ou mais nucleotideos aleatérios na extremidade 3’; e o outro refere-se a sequéncia
do adaptador da enzima de corte frequente seguida pelos nucleotideos arbitrarios. Em
seguida, para a amplificacdo seletiva foi feita uma diluicdo 10x das reacdes de pré-
amplificacdo e adicionado o primer seletivo para trés nucleotideos.

Foram utilizadas 35 combinagbes de primers EcoRI/Mspl (Apéndice 1A). Os
primers EcoRI700 e EcoRI800 foram marcados com os fluoroforos IRDye700 ou
IRDye800. Realizou-se duas reag0Oes, referentes aos primersiIRDye700 e IRDye800
foram com o seguinte protocolo: 2,5uL da pré-amplificagdo diluida 10x, 1,0 pL do
tampao 10X, 0,5uL do primer Eco700 (1 uM) ou 0,7 pL do primer Eco800 (1 puM)
marcado, 0,25 pL do primer ndo marcado (10 uM), 1,07 uL dNTPs (2,5 uM), 0,8 pL de
MgCL2 (25 mM), 1,5 pL de Taqg DNA polimerase (5U/ pL) e completou-se o volume
para 10,5 pL com &gua ultrapura.
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Para as reacbes das combinacdes com os primers EcoRI800, os ciclos das
reagOes de amplificagdo foram os seguintes: 12 ciclos a 94°C por 30 segundos, 65°C
por 30 segundos (decrescendo 0,7°C/ciclo) e 72°C por 1 minuto, seguidos por 23
ciclos de 94°C por 30 segundos, 56°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto.

As condic¢des de amplificacao utilizadas constaram de 13 ciclos a 94°C por 30
segundos, 65°C (-0,7 °C/ ciclo) por 30 segundos e 72°C por 1 minuto, seguido por 23
ciclos de 94°C por 30 segundos, 56°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto. Os
produtos de PCR foram visualizados em gel de poliacrilamida com o uso do Licor 4300

DNA analyzer seguindo as recomendagdes do fabricante.

3. Analise de dados

3.2.Andlise da estrutura genética da populacéo

3.2.1.Analise pelo software STRUCTURE

A andlise de estrutura de populacdo para verificar a existéncia de grupos foi
efetuada por meio do software STRUCTURE v.2.3.4 desenvolvido por Pritchard,;
Stephens e Donnelly (2000), analisam as amostras empregando um algoritmo
bayesiano, que permite a identificacdo de subgrupos dentro da populacdo. Nesta
andlise foram testadas hipéteses dos valores de variando de 1 a 10 no total de
repeticdes. Para cada hipétese de K foi utilizado um periodo de burn-in de 100.000
iteracOes e Cadeia de Markov e Monte Carlo (MCMC, Monte Carlo Markov Chain) de
200.000 iteracdes para a convergéncia da MCMC. Foram determinados 0s seguintes
parametros: nivel de ploidia igual a 1, modelo de ndo mistura (“no admixture”) que
consiste em um individuo que possui ancestrais comuns em mais de uma populacéo;
e frequéncias correlacionadas entre as populacdes para o modelo de frequéncias
alélicas, uma vez que 0s genoétipos possuem ancestrais comuns entre si. A
determinacao do nivel mais provavel de subgrupos (K) dentro da populacéo € baseada
no Delta K (AK) que € uma média dos valores absolutos do logaritmo de K (L(K)) do

numero de corridas realizadas dividido pelo desvio padréo de L(K), sendo o maior AK
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relacionado ao valor mais provavel de K (EVANNO; REGNAUT; GOUDET, 2005), o
qual foi obtido por meio da analise conduzida no STRUCTURE HARVESTER v.0.6.94
dos resultados transferidos das corridas (EARL; VONHOLDT, 2012).

3.2.2.Andlise via componentes principais

Andlises conduzidas utilizando conhecimento a priori do pedigree

Dos 100 genotipos, 80 foram classificados como grupo Pol, 14 como fibra e 6
como duvida (1, 8, 10, 17, 93 e 96). Em seguida, foram identificadas as marcas AFLP
com maior diferenca na frequéncia de auséncia entre os grupos Pol e fibra para avaliar
0 poder das mesmas em discriminar estes grupos. Para a identificacdo das marcas foi
considerada a diferenca de frequéncia maior que 0,5, por exemplo, a marca AFLP 1
com frequéncia no grupo Pol, igual a 0,21 e no grupo fibra com 0,78, portanto a
diferenca maior que 0,5. Depois foi construida uma matriz de parentesco genémica
com base nas marcas identificadas e a partir delas foi realizada uma anélise de
componentes principais (ACP), definindo a matriz de parentesco como variavel
original. Utilizando a matriz de parentesco gendmico e assumindo K=2, foi realizada
uma analise de agrupamento (K-means). Esses resultados foram combinados com os
da ACP para a discriminagdo dos grupos formando um “scatter plot”, grafico usado
para observar a relacdo entre dois conjuntos de dados. Todas as analises foram

realizadas usando o programa R (R Core Team, 2015).

Andalises conduzidas com os dados fenotipicos

Os mesmos procedimentos foram aplicados a média dos dados fenotipicos das
4 repeticOes de Pol e fibra para cada uma das trés épocas de colheita. Para analise
de componentes principais foi utilizada a funcdo prcomp do software R que usa o
meétodo de decomposicdo singular. Os valores dos componentes principais (CPs) de
cada genatipo foram utilizados para realizar a analise de agrupamento considerando

K=2, sendo estes grupos formados de acordo com os CPs dos fenétipos para Pol e
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fibra. Depois de definido os grupos foi construida uma matriz de parentesco gendmico
com base nos marcadores que melhor os discriminaram, e entdo realizada uma
analise de componentes principais utilizando a matriz de parentesco como variavel
original. Foram gerados scatter plots referentes a informacdo do fenétipo e a
combinacdo dos resultados da ACP e da analise de agrupamento baseado nos

marcadores.

4 Andlise de associacao

4.1 Método Bayes C1r

Previamente a analise associagao os dados (100 gendtipos e 814 marcas) sete
genotipos e 46 marcas AFLPs foram excluidos por apresentarem taxa de leitura (“call
rate”) abaixo de 90%. Foram excluidos também 128 marcas AFLPs com frequéncia
abaixo de 5% ou acima de 95%, uma vez que podem ser falsos positivos. Com isso,
restaram-se 93 gendtipos e 640 marcas.

O efeito de cada marca AFLP foi estimado utilizando o método Bayes Cir
proposto por Habier et al. (2011) por meio do software GS3 (LEGARRA et al., 2011)
aplicando o seguinte modelo:

y= 1n/J+Z;7=1g,' b;oite

em que y € o vetor de fenoétipos (Pol ou fibra), 1, € um vetor de 1s; p € a média geral;
gi é o vetor contendo os gendtipos das amostras para a i-ésima marca, codificado
como 1 para presenca e 0 para auséncia da marca, b; é o efeito da i-ésima marca,
onde b ~ N(0, 62), 6 € uma variavel indicadora (0 ou 1) amostrada de uma distribuic&o
binomial com parametros n e 11, nos quais n € o numero de marcadores e T € fragao
de marcadores néo incluidos no modelo, e e € o vetor dos residuos, onde e ~ N(O,
02).

Foi assumida para 1 uma distribuigdo B com parametros a=108 e =10° de valor
de 0,90, ou seja, 10% das marcas sendo significativas (LEGARRA; RICARD;
FILANGI, 2012). Uma distribuicdo a priori de qui-quadrado escalonada invertida foi

assumida para variancia genética aditiva pelos marcadores (Gﬁ) e variancia residual
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(o2), com va = 4 graus de liberdade e parametro de escala s§ com probabilidade

marginal a priori (1-1r). Este parametro foi calculado pela seguinte equacao:

T5(va-2)

2
Va

na qual a 62 é a variancia aditiva do efeito de locus amostrados aleatoriamente. A
analise foi realizada por meio do meio do método de amostragem de Gibbs, um tipo
de método de Monte Carlo via Cadeias de Markov (MCMC), utilizando 1,1 milhdo de
iteracdes, burn-in de 100.000 iteragdes, intervalo de thin de 1000 iteragdes e a priori
usada foi de distribuicdo do tipo adimixture.

Para a determinacédo dos efeitos das AFLPs, foi usado o fator de Bayes (BF —
Bayes Factor) por meio da seguinte formula:

_[p/(-p)]

Y ED)

na qual p e 1 representam a probabilidade a posteriori e a priori, respectivamente, de

um marcador ser incluido na andalise.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Analise da estrutura da populagéo
Andlise de componentes principais

A importancia para a realizacdo deste tipo de analise € detectar marcas que
discriminem melhor os gendétipos, ou seja, marcas que provavelmente estejam mais
associadas a Pol ou a fibra com base nas diferencas de frequéncias de auséncia entre
os grupos (Pol e fibra) classificados de acordo informacéo a priori do pedigree.

Para a discriminacdo dos grupos nas épocas 1, 2 e 3 foram identificadas 69
marcas AFLP com diferenca maior que 0,5 para a auséncia das marcas entre 0s

genatipos classificados como Pol ou fibra, baseando-se na informacéo a priori do
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pedigree. A partir dai, por meio da analise de k-means dos componentes principais,
foram discriminados dois grupos para as épocas colhidas em 2015 (Figural). Foram
classificados 85 individuos no grupo 1 (Pol) e 15 no grupo 2 (fibra) pela analise de k-
means. Observou-se que houve alta concordancia entre a discrimina¢do dos grupos

baseados tanto na informacao a priori do pedigree como na analise de k-means das

69 marcas.
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Figura 1. Analise de agrupamento (K-means) dos 100 genotipos de cana-de-agucar
baseada nos marcadores. A (Epocas 1, 2 e 3) e B (Epoca 3 colhida em 2016). Os
genaotipos de cor preta constituem o grupo Pol e os de cor vermelha, o grupo fibra.

E importante destacar também que quando utilizou-se a informacéo dos 814
marcadores ndo houve coincidéncia dos grupos definidos com base no pedigree e
pela analise de componentes principais e de k-means. As mesmas analises anteriores
foram aplicadas a época 3 colhida no ano de 2016 e identificaram 70 marcas com
maior diferenca para auséncia entre os grupos Pol ou fibra (Figura 1B), ndo havendo
mudanc¢a no nimero de grupos identificados. Pela analise de k-means assumindo k=2,

observou-se que 83 genadtipos de cana foram agrupados para Pol (grupo 1) e 15 para
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fibra (grupo 2). Nesta época foram eliminados dois genoétipos em funcéo de parcelas
perdidas, isto é, a analise com 98 ao invés de 100 gendtipos.

Utilizando a média das 4 repeticdes dos fenotipos das variaveis Pol e fibra de
cada uma das épocas avaliadas foram discriminados dois grupos via analise de
componentes principais. O primeiro componente (CP1) apresentou para a variavel
Pol, um autovetor de 0,70 e para a variavel fibra, o valor foi de -0,70 (Tabela 2). Na
época 1, somente o CP1 explicou 89,62% da variacdo total contida nas variaveis
originais, enquanto que o CP2, 10,38%. A analise de agrupamento (K-means)
assumindo K=2 gerada de acordo com os CPs dos fenoétipos para Pol e fibra
classificou 17 genétipos para fibra (grupo 1) e 83 como Pol (grupo 2) (Figura 2A).

Tabela 2. Autovetores obtidos da matriz de correlacdo para as variaveis Pol e a fibra
dos 100 gendtipos em todas as épocas de colheita, incluindo a época 3 colhida em
2016.

Variaveis CP1 CP2
POL 0,7071 0,7071
FIBRA -0,7071 0,7071

Apos a discriminacdo dos grupos baseados no fendtipo, 47 marcas foram
identificadas com base na diferenca na frequéncia de auséncia das marcas entre 0s
grupos Pol e fibra para a primeira época de colheita. A partir da matriz de parentesco
gendbmico baseada nas 47 marcas, foram obtidos scatter plots de analise de
agrupamento (k-means) baseada na ACP classificando 16 gendtipos no grupo 1
(Fibra) e 84 no grupo 2 (Pol) (Figura 3A).
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Figura 2. Analise de agrupamento (K-means) dos fenétipos Pol e fibra. A (Epoca 1,
colheita de maio de 2015), B (Epoca 2, colheita de julho de 2015), C (Epoca 3, colheita
de setembro de 2015), D (Epoca 3, colheita de setembro de 2016). Genétipos de cor
vermelha constituem o grupo 1 (fibra) e de cor preta, o grupo 2 (Pol).
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Figura 3. Analise de agrupamento (K-means) baseada nos marcadores com a
informac&o a priori do fenotipo. A (Epoca 1, 47 marcadores), B (Epoca 2, 50
marcadores), C (Epoca 3, 62 marcadores) e D (Epoca 3 de 2016, 62 marcadores). Os
genatipos de cor vermelha constituem o grupo 1 (fibra) e os de cor preta, o grupo 2
(Pol).
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Para a segunda época, o CP1 explicou 93% da variacdo total dos dados e o
segundo, 6,11%. A analise de agrupamento (K-means) assumindo K=2 gerada de
acordo com os CPs dos fenotipos para Pol e fibra classificou 17 gendtipos como fibra
(grupo 1) e 83 gendtipos como Pol (grupo 2) (Figura 2B). Identificou-se 50 marcas
com maior diferenca para a auséncia entre os grupos Pol e fibra, as quais
discriminaram 15 gendtipos para o grupo 1 (Fibra) e 85 para o grupo 2 (Pol) no
experimento colhido no meio de safra (Figura 3B).

Na terceira época (colhida em setembro de 2015), o CP1 explicou 93,3% da
variacao total dos dados e o segundo, 6,7%. A analise de agrupamento (K-means)
assumindo K=2 gerada de acordo com os CPs dos fenétipos para Pol e fibra
classificou 15 gendtipos como fibra (grupo 1) e 85 como Pol (grupo 2) (Figura 2C).
Identificou-se 62 marcas com maior diferenca para a auséncia entre os grupos Pol e
fibra, as quais discriminaram dois grupos, grupo 1 (fibra) com 16 gendétipos e o grupo
2 (Pol) com 84 individuos para o experimento colhido no fim de safra (Figura 3C). Para
a mesma época colhida em 2016, o CP1 apresentou 93,9% da variacao total contida
nos dados e o CP2 6,03%. A andlise de agrupamento (K-means) assumindo K=2
gerada de acordo com os CPs dos fenétipos classificou 16 genotipos como grupo 1
(fibora) e 82 como grupo 2 (Pol) (Figura 2D). ldentificou-se 62 marcas, as quais
discriminaram dois grupos, grupo 1 (fibra) com 15 individuos e grupo 2 (Pol) com 83
para o experimento colhido no fim de safra (Figura 3D).

A andlise de componentes principais e de k-means dos componentes principais
baseada nas matrizes de parentesco com base nos marcadores que discriminaram os
grupos em cada umas das épocas mostraram que o CP1 explicou mais de 30% da
variacao existente. Estes valores foram superiores aos obtidos por Brown et al. (2007),
Goncalves (2012) e Lopes (2011) e representam um adequado ajuste do modelo em
funcdo da variabilidade detectada pela discriminacdo dos grupos existentes na
populacao e ao grande numero de marcadores utilizado. Com a mesma finalidade do
que o algoritmo bayesiano para analisar a estrutura da populacdo, métodos
multivariados como a ACP s&o uma opc¢ao para grandes conjuntos de dados sem a
informacgéo prévia sobre o modelo genético da populacdo (HABIER et al., 2011,
JOMBART; DEVILLARD; BALLOUX, 2010).



80

Como a cana-de-agUcar apresenta periodos de acumulo de sacarose distintos,
ou seja, parte dos gendtipos possuem maior acumulo no inicio de safra (maio), no
meio de safra (julho) ou no fim de safra (setembro), além daqueles que apresentam
longo periodo de industrializacéo, isto &, alto teor de sacarose durante todo o periodo
de safra. Isso pode ter ocasionado a diferenca na distribuicdo dos individuos nos
grupos discriminados em cada época de colheita podendo ser visualizadas nos scatter
plots.

Em relacéo as classificaces definidas de acordo com o pedigree, o fendtipo e
as analises de k-means da matriz do parentesco genémico que melhor discriminaram
0s grupos com base no fenétipo e no pedigree, houve coincidéncia entre as
classificacbes das diferentes analises, exceto para 0s genoétipos oriundos do
policruzamento em que ndo se tem informacdo do genitor masculino, além de
apresentarem valores de fibra e Pol proximos e localizados mais ao centro dos eixos
dos componentes principais. Alguns genoétipos apresentaram divergéncia como o
gendtipo Krakatau destacado na figura 3C (Epoca 3, colhida em 2015) que é derivada
de policruzamento, ou seja, hdo se conhece o genitor masculino e além disso,

apresentou teores de Pol e fibra muito préximos.

5.2 Andlise de estrutura pelo programa STRUCTURE

As analises de estrutura da populacdo detectaram 3 grupos mais provaveis,
dados pelo valor de A K, conforme a figura 1 (EVANNO; REGNAUT; GOUDET, 2005).
A classificacao dos individuos para os grupos foi baseada na proporcéo acima de 50%
em um determinado cluster. A distribuicdo dos genotipos nos trés grupos mostrou que
58 genotipos da populacéo ficaram no agrupamento 2 com mais de 90% da proporcao
gendmica, enquanto que no agrupamento 2 e 3 abrangeram 12 e 30 gendtipos,
respectivamente (Figura 4). Os genétipos: IACBIO273, IACBIO275, IACBIO241,
IACBIO279, IACBIO257, IACBIO266, IACBIO270, IACBIO271 que foram classificados
no agrupamento 2, sdo meios irmaos, além de terem percentual de fibra muito
proximos (Tabela 1). Segundo Lopes (2011), a interferéncia da estrutura se da
quando o fendtipo € mais expresso em determinados individuos da populacéo do que

em outros, juntamente com a alta frequéncia do alelo, ocasionando assim uma
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associagao estatistica positiva entre este alelo e o carater sem que, necessariamente
exista real causa genética. A diferenca entre as frequéncias alélicas dos grupos
existentes dentro de uma populacdo € o que resulta na estruturacdo. Sendo assim,
como cada grupo possui sua propria composicdo geneética, esta pode nao estar

relacionada a caracteristica avaliada.

Deltak = mean(|L"(K)]) / sd(L(K))
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Figura 4. Valor de Delta K= 3 indicando o numero de
subgrupos mais provaveis existentes na populacdo de
mapeamento.
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Figura 5. Constituicdo dos grupos existentes dentro da populacédo de mapeamento
dos gendtipos. Os gendtipos estao representados por linhas verticais divididas em
segmentos coloridos proporcionais a fracdo de seus genomas (valor Q).

As andlises para discriminacdo dos grupos pelas diferentes metodologias
apresentadas tiveram o mesmo objetivo de evitar a ocorréncia de falsos positivos, 0s
quais podem ser um fator de confundimento no estudo de associacdo com a
caracteristica de interesse.

O resultados obtidos por meio ACP e a de K-means identificaram a existéncia
de dois subgrupos (Pol e fibra), diferentemente da analise realizada no STRUCTURE,
que revelou a existéncia de trés subgrupos. Isto é justificado porque na analise de
ACP e K-means foi realizada com os marcadores que melhor discriminaram 0s grupos
para Pol e fibra em cada época dentro da populacéo e que tiveram uma alta adeséo
com grupos definidos com a informacéo a priori do pedigree (Figura 1). Além disto,
quando usou-se a informacao das variaveis, Pol e fibra, para cada época de colheita,
houve também a identificacdo de dois grupos e novamente alta adesao com 0s grupos
definidos baseado nos marcadores. Ja4 no STRUCTURE, utilizou-se as 640 marcas e
93 individuos apdés o tratamento prévio das marcas com frequéncia menor do que 5%
e maior do que 95%, além das amostras com frequéncia menor do que 90% e dos
individuos com taxa de leitura menor do que 90% (“call rate”) com o objetivo de

eliminar potenciais erros nos resultados de associacao.
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5.2 Andlise de associacdo

O uso de métodos estatisticos € muito discutido por sua finalidade de corrigir a
estrutura da populacdo para que ndo haja a ocorréncia de falsos positivos ou
associacles espurias (FALUSH; STEPHENS; GOUY et al., 2015; LI et al., 2010 ;
PATTERSON; PRICE; REICH, 2006 ; PRICE et al., 2006; PRICE et al., 2010;
PRITCHARD et al., 2000; ZHU et al., 2008). Por outro lado, a eficiéncia na remocéao
do efeito de confundimento em populacfes estratificadas pode juntamente excluir
efeitos associativos verdadeiros a caracteristica avaliada. Como exemplo, pode-se
citar 0 mapeamento associativo para o tempo de florescimento em populagao
estratificada de Arabidopsis sp., em que efeitos verdadeiros a genes candidatos foram
eliminados para o florescimento tardio. Além disto, ha o fator de que os gendtipos
serem contrastantes a um nivel gendmico amplo. Assim, qualquer alelo compartilhado
por todos ou pela maioria pode vir a ser removido com o auxilio de métodos
estatisticos para reduzir o efeito da estrutura da populacdo (ZHAO et al., 2007).

Ma et al. (2012) compararam trés métodos de correc¢do: Associacao esperada
do eficiente modelo misto (EMMAX — Efficient Mixed-Model Association Expedited),
quadrados minimos generalizados e andlises de componentes principais (ACP). Os
mesmos autores relataram que os trés métodos removeram efeitos verdadeiros
associados com selecdo em gado de leite, sendo que o processo de remocgao é
especifico para cada método. Portanto, a andlise de associacado pode ser conduzida
sem a correcgao para a estrutura da populacao (ZHAO et al., 2007; MA et al., 2012).

Outro fato que tem influéncia nos estudos de associacdo é o desequilibrio de
ligacdo que consiste na associa¢cao nao aleatoria entre alelos de dois ou mais loci que
podem estar ou ndo fisicamente ligados, estando no mesmo ou em diferentes
cromossomos. O elevado nivel de desequilibrio entre as marcas demonstram a
existéncia de associagdo com o carater avaliado. Fatores como: mistura de
populacées, deriva, mutacéo, selecdo e recombinacdo com a préatica melhoramento
podem favorecer surgimento dessas associacdes preferenciais (FLINT-GARCIA,
THORNSBERRY; BUCKLER 1V, 2003). Em cana-de-agucar, altos niveis de
desequilibrio de ligacédo sao confirmados por Gongalves (2012); Henry; Kole (2010) e
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Jannoo et al.(1999), o que contribui na identificagdo de associagbes importantes
relacionadas ao teor de acucar e de fibra.

Nos casos de estudos de associacdo com espécies poliploides, como a cana,
gue possui mais de 4 cromossomos por grupo homaologo ndo é possivel estimar o
namero de copias ou a dosagem de cada alelo utilizando marcadores como AFLP,
SSR (Simple Sequence Repeat) ou RFLP (Restriction Lenght Polymorphism), os quais
foram desenvolvidos para aplicacdes em organismos diploides. Marcadores
dominantes como AFLP ou SSR se tornam limitados ao contrario dos SNPs porque
ao serem usados em cana-de-agUcar apenas informam a presenga de ao menos uma
cOpia do alelo ou a auséncia do mesmo, o qual pode-se atribuir que o determinado
locus seja recessivo (GARCIA et al., 2013).

Neste estudo, foram consideradas como significativas as marcas que tiveram
um fator de Bayes (BF) acima de 0,20 (Vidal et al., 2005). Todas as marcas
significativas apresentaram valor da probabilidade de inclusao a posteriori acima de
0,60. Os Manhattan plots ilustram a PIP para todas as 640 marcas. Os pontos mais
acima do eixo x representam as marcas com maior probabilidade de serem incluidas
a posteriori na cadeia de Markov durante as iteragdes (Figuras 5 e 6). Este valor
consiste na probabilidade que uma marca esteja verdadeiramente associada com o
fenétipo (STEPHENS; BALDING, 2009). Yang et al. (2015) definem com que a
frequéncia através da qual um determinado QTL € incluido no modelo serve para
avaliar a importancia do mesmo. Van Den Berg; Fritz e Boichard (2013), por meio de
simula¢gBes mostraram que em cendrios de baixa herdabilidade e grande niamero de
QTLs séo obtidos altos valores de Probabilidade de inclusdo a Posteriori (PIP).

A identificagcdo de marcadores moleculares associados as caracteristicas
agrondmicas, incluindo experimentos em diferentes ambientes relacionadas ao
periodo de safra em sucessivos anos, tem ganhado importancia com diversas culturas
na udltima década. Para Pol foram identificadas 52 marcas associadas
significativamente (época 1), 70 marcas (época 2), 51 marcas (época 3 de 2015) e 69
marcas (época 3 colhida em 2016). Para fibra, 30 marcas (época 1), 26 marcas (época

2), 7 marcas (época 3 colhida em 2015) e 61 marcas (época 3 colhida em 2016).
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Figura 5. Manhattan plots da Probabilidade de inclusédo da posteriori das marcas AFLP
para Pol, na época 1 (A), época 2 (B), época 3 colhida em 2015 (C) e época 3 colhida
em 2016 (D).
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Figura 6. Manhattan plots da Probabilidade de incluséo da posteriori das marcas AFLP
para fibra, na época 1 (A), época 2 (B), época 3 colhida em 2015 (C) e época 3 colhida
em 2016 (D).

Para verificar a validagcao dos efeitos associativos das marcas foram comparadas
as épocas duas a duas com o proposito de identificar quais marcas apresentavam
associacdo em mais de uma época.

Para a variavel Pol, na comparacéo da época 1 com a época 2, 8 marcas foram
coincidentes, com a época 3 de 2015, apenas 1 e com a época 3 de 2016, 12 marcas.
Entre a época 2 e 3 de 2015, 8 marcas, e com a época 3 de 2016, 9 marcas. Na
comparacao entre as épocas 3 de 2015 e 2016, 5 marcas foram coincidentes (Tabela
3).

Para fibra, 2 marcas na comparacao entre a primeira e segunda época, 1 marca

entre a primeira e terceira de 2015, 9 entre a primeira e terceira de 2016. Para a
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segunda e a terceira de 2015 e 2016, apenas 1 marca e entre a terceira de 2015 e
2016, nenhuma marca coincidente (Tabela 4).

A marca que teve efeito positivo associada a Pol para ambas as épocas 1 e 2
foi a AFLP 513 com 100% de probabilidade de inclusdo a posteriori e esta fortemente
associada ao aumento de Pol, enquanto que as marcas, AFLP 159, AFLP 326, AFLP
435 e AFLP 773 tiveram efeito negativo e estdo associadas ao decréscimo de agucar.
As marcas AFLP 435, AFLP 476, AFLP 549 apresentaram efeitos divergentes, isto €,
positivo para uma época e negativo para outra. Isso significa que para uma
determinada época a marca esteve associada a um locus que tenha efeito negativo e
para outra pode estar associada a um locus com expressao de efeito positivo sobre o
fendtipo. Para as épocas 1 e 3 uma Unica marca (AFLP 118) teve efeito positivo para
ambas. Ja com as épocas 1 e 3 de 2016, 6 marcas (AFLP 21, AFLP 291, AFLP 435,
AFLP 579, AFLP 703, AFLP 742 e AFLP 783) mostraram efeitos positivos ligados ao
aumento de sacarose. As marcas AFLP 84 e 429 apresentaram efeito negativo ligadas
a reducao de sacarose. As marcas AFLP 57 e 417 exibiram efeitos distintos entre as
duas épocas, negativo na época 1 e positivo para a época 3 de 2016, ao contrario da
marca AFLP 280 com efeito positivo na época 1 e negativo para e época 3 de 2016.

Observando-se os efeitos para as épocas 2 e 3 conjuntamente na variavel Pol,
as marcas AFLP 62, AFLP 327, AFLP 418 e AFLP 807 apresentaram efeitos positivos,
e AFLP 554 e AFLP 811, efeito negativo. Com efeitos divergentes, surgiram as marcas
AFLP 422 e 700 apresentando efeitos negativos na época 2 e positivos para a época
3 de 2015. Na comparacdo com a época 3 de 2016, houveram 3 marcas com efeito
positivo (AFLP 75, AFLP 418 e AFLP 696) e com efeito negativo, quatro marcas (AFLP
228, 700, 776 e 789). Com efeitos divergentes, a marca AFLP 200 apresentou efeito
positivo para a época 2 e negativo para a época 3 de 2016. Por fim, na verificacdo
para os anos de 2015 e 2016 da época 3, as seguintes marcas tiveram efeito positivo:
AFLP 418, AFLP 647 e AFLP 700. Nao houve nenhuma marca com efeito negativo
para os dois anos, mas com efeito negativo para 2015 e positivo para 2016. Das
marcas citadas anteriormente, as marcas AFLP 418 e 700 apresentaram efeitos para
as épocas 2 e 3 de 2015 e para a época 3 colhida em 2016, enquanto apenas as
marcas: AFLP 435, AFLP 418 e AFLP 700 foram as Unicas que apresentaram efeito

para trés épocas.
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Tabela 3.Efeitos de marcas coincidentes associadas a Pol em pelo menos duas épocas de
colheita de cana-de-agucar.

, ] ] Epoca 3 . i Tamanho
Marcas Epocal Epoca2 Epoca3 Combinacéao em pares de
(2016) base (pb)
159 -0,4937 -1,6225 * * MSPTTG/ECOACA-IRD700 200
326  -0,2469 -0,0868 * * MSPACC/ECOACC-IRD700 365
476  -0,7725 1,0593 * * MSPGAG/ECOACC-IRD700 183
513 0,8089 11,6343 * * MSPACA/ECOACG-IRD700 395
549 0,8058 -0,3778 * * MSPTCG/ECOACG-IRD700 268
773  -0,7155 -0,0998 * * MSPTAG/ECOAAG-IRD800 151
735 -0,1722 -0,0534 * * MSPACA/ECOAAG-IRD800 189
118 1,0443 * 0,3218 * MSPACA/ECOACA-IRD700 322
21 0,4534 * * 1,9495 MSPTTG/ECOAGA-IRD800 231
57 -0,3563 * * 0,8550 MSPTAG/ECOAGA-IRD800 266
84 -0,3183 * * -1,3366 MSPGAA/ECOAGA-IRD800 292
280 0,4433 * * -0,8190 MSPGAG/ECOACA-IRD700 252
291 0,6113 * * 0,5536 MSPGAG/ECOACA-IRD700 67
429  -1,0254 * * -0,4901 MSPACT/ECOACC-IRD700 175
435 1,0343 -0,5952 * 0,4339 MSPACT/ECOACC-IRD700 145
579 1,2693 * * 0,6943 MSPTAG/ECOACG-IRD700 152
703 1,4039 * * 1,6960 MSPACT/ECOAGG-IRD800 116
742 1,3441 * * 1,6657 MSPACA/ECOAAG-IRD800 149
783 0,2882 * * 0,5400 MSPACT/ECOAGG-IRD800 83
417  -0,2094 * * 0,6168 MSPACT/ECOACC-IRD700 302
62 * 0,2478 0,1974 * MSPTAG/ECOAGA-IRD800 175
327 * 1,5032 0,2397 * MSPACC/ECOACC-IRD700 358
422 * -1,3798 0,5461 * MSPACT/ECOACC-IRD700 235
554 * -1,6570 -0,6083 * MSPTCG/ECOACG-IRD700 240
807 * 0,6544 0,1728 * MSPCGC/ECOAAG-IRD800 89
811 * -0,7149 -0,1276 * MSPCGC/ECOAAG-IRD800 73
75 * 0,5980 * 0,8856 MSPCGC/ECOAGA-IRD800 188
200 * 0,2919 * -1,1454 MSPACC/ECOACA-IRD700 168
228 * -0,3930 * -0,3250 MSPTAG/ECOACA-IRD700 293
418 * 0,4430 0,2282 1,040 MSPACT/ECOACC-IRD700 284
518 * -0,3849 * 1,5834 MSPACA/ECOACG-IRD700 350
696 * 0,7554 * 0,4958 MSPACT/ECOAGG-IRD800 164
700 * -0,2440 0,0605 -0,1288 MSPACT/ECOAGG-IRD800 151
776 * -0,3695 * -0,1871 MSPTAG/ECOAAG-IRDS800 135
789 * -0,3356 * -0,9765 MSPCGC/ECOAAG-IRD800 208
223 * * -0,5683 -1,5242 MSPTAG/ECOACA-IRD700 323
647 * * 0,2028 0,2548 MSPACC/ECOAGG-IRD800 167
142 * * -0,0675 0,2527 MSPTTG/ECOACA-IRD700 342

*Auséncia de associagcdo nas épocas.
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Na variavel fibra, foram identificadas para a época 1, 30 marcas significativas,
para a época 2, 26 marcas significativas, 7 marcas na época 3 do ano de 2015 e 61
marcas no ano de 2016. Conforme tabela 4, entre as épocas 1 e 2, somente uma
marca (AFLP 163) esteve presente em ambas épocas com efeito positivo muito
fortemente associado com teor de fibra. Enquanto que a marca AFLP 520 exibiu efeito
negativo e esté relacionada ao decréscimo ao teor de fibra. Entre as épocas 1 e 3
houve apenas efeito negativo associada a AFLP 13. Para as épocas 1 e 3 colhida em
2016, tiveram efeito positivo, as marcas AFLP 548, AFLP 252, AFLP 207, AFLP 409,
AFLP 652 e AFLP 381. Enquanto os efeitos negativos foram exibidos pela AFLP 239
e AFLP 520. Apenas a marca AFLP 63 apresentou efeito positivo na época 1 e
negativo para a época 3 de 2016. Nas épocas 2 e 3 de 2015, houve apenas efeito
negativo associado a marca AFLP 327. O mesmo aconteceu com as épocas 2 € 3, e
gue a marca AFLP 520 apresentou efeito negativo, além disso, a mesma marca
apresentou também efeito para trés épocas.

Foram identificadas poucas marcas coincidentes para todas as épocas de
colheita. No entanto, as marcas com efeito especifico para cada época podem oscilar
de acordo com as condic6es ao longo dos anos (MARGARIDO et al., 2015). Os
mesmos autores observaram que muitos efeitos de QTLs sdo apenas para um Unico
locus e colheita e além disto, foram sempre consistentemente positivos ou negativos
acerca dos locais e colheitas. Lopes (2011) utilizando modelos mistos testando quatro
modelos de associacdo para seis caracteristicas de cana-de-aglcar em trés locais
identificou trés marcas associadas para todas as regides avaliadas. Para Ribeirao
Preto, utilizando marcadores AFLP e SSR identificou 8 marcas associadas a
Pol%cana. Hu et al. (2014) também identificaram apenas duas marcas SSR
associadas a produtividade em soja em dois locais.

Racedo et al. (2016) utilizando marcadores DArts e TRAP para Pol detectaram
38, 34 e 41 marcadores com efeito associativo significante para cana planta, primeira
soca e segunda soca, respectivamente. Do total de marcas associadas, apenas uma
marca esteve associada aos trés ciclos. Diferentemente dos resultados apresentados

por Racedo et al. (2016), ndo foi identificada nenhuma associada a ambas
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caracteristicas (fibra e Pol). Sendo assim, mais uma vez fica evidenciado a existéncia
de poucas marcas associadas ao fenotipo em varios ambientes.

Como pode ser observado, para a variavel Pol houve uma quantidade de
marcas significativas variando de 50 a 70 no total das épocas avaliadas, porém poucas
tiveram efeitos coincidentes em todas épocas. Isto pode ser a provavel existéncia de
falsos positivos. Gouy et al. (2015) avaliando 13 caracteristicas, entre agronémicas,
morfologicas, tecnoldgicas e resisténcia a doenga em cinco locais também obtiveram
apenas 11 marcadores significativamente associados com 3 das 13 caracteristicas.
Os mesmos observaram para fibra em que uma Unica marca esteve associada com
mais de duas épocas. Esta baixa frequéncia de coincidéncia de associa¢cdo marcador
com a caracteristica foi também observada em outros estudos de associacao para o
teor de sacarose em diferentes épocas, locais e anos como resultados obtidos por
Racedo et al. (2016), nos quais um marcador, M64, teve efeito significativo em relagéo
ao teor de sacarose para os trés anos e 12 marcadores com associagao para primeira
e segunda soca, enquanto 20 foram associados para producdo em 2 anos, entre cana
planta, primeira ou segunda soca para a producédo de acucar.

Hoarau et al. (2002) identificaram em trés anos apenas um QTL com efeito por
dois anos para caracteristicas relacionadas a producdo de acgucar como peso de
colmo, comprimento de colmo e nimero de colmo. Enquanto que Aitken et al. (2008)
conduzindo mapeamento de QTLs em populacao biparentais identificaram 18 alelos
com efeito consistente em mais de uma ano e a0 menos em uma caracteristica.

Na experimentagdo agricola, o ambiente consiste em locais, anos agricolas,
épocas de plantio, épocas de colheita, sistemas de cultivo (sequeiro ou irrigado). A
consisténcia da associagdo da marca com o fenoétipo avaliado € um fator observado
quando experimentos sdo conduzidos em Vvarios ambientes. A presenca de
associacfes nos ambientes utilizados quando presentes indica a ndo existéncia da
interacdo QTL x ambiente, enquanto a associa¢cdo da marca presente apenas em um
ou poucos ambientes é uma evidéncia de interagdo (LYNCH e WALSH, 1998).

Quanto a variacdo fenotipica explicada pelas marcas significativamente
associadas, na época 1, as 52 marcas associadas ao conteudo de sacarose (Pol)

explicaram conjuntamente 99,51% da variancia fenotipica. Na época 2, as 70
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associadas explicaram 99,75%, na época 3, 51 marcas (97,56%) e na época 3 colhida
em 2016 (69 marcas), 73,92% da variancia fenotipica.

Para fibra, as marcas significativamente associadas as épocas 1 (30 marcas),
2 (26 marcas), 3 (7 marcas) e 3 colhida em 2016 (61 marcas) explicaram 97,83%,
94,82%, 68,44% e 74,66%, respectivamente da variacdo fenotipica dos teores de
fibra. Estes valores correspondem ao coeficiente de determinacéo (R?) que consiste
na porcentagem de variacdo fenotipica explicada pela variacdo dos efeitos de
associacdo das marcas com o fendtipo.

Valores de R? apresentados por Glauce (2005) foram inferiores na explicacéo
da variacdo fenotipica da produtividade de milho em varios locais com Varios
testadores. A proporcdo da variacdo fenotipica explicada individualmente por cada
marca apresenta baixo valor, como por exemplo, nos resultados obtidos por Toledo
(2006) utilizando analise bayesiana no mapeamento de QTL para produtividade de
graos em milho em que a proporcao variou de 0,09% a 0,69%, enquanto que para 0s
cinco QTLs conjuntamente, a explicacdo foi 1,93%.

Quando se utilizou as marcas significativas de uma época para predizer o efeito
sobre 0 mesmo fenétipo em outra época, todos os R? ficaram acima de 0,50, ou seja,
conseguiram explicar mais de 50% da variacdo fenotipica em outra época.

Para fibra, apenas quando se utilizou as marcas significativas da época 3 para
predizer o fendtipo na época 3 colhida em 2016 observou-se um coeficiente de
determinacao abaixo de 50%, apenas 23,93% da variacdo fenotipica existente na
época 3 de 2016 foi explicada pelas marcas significativas identificadas em 2015.

Foram analisadas também as correlacbes das marcas entre as épocas de
colheita para Pol e fibra e selecionadas apenas de valores acima 0,7 e de -0,7. As
correlagdes identificadas como positivas entre épocas distintas revelam que para
trabalhos posteriores de selecdo pode-se utilizar tanto uma marca como outra para
uma dada caracteristica sob avaliagdo. A magnitude das correlagbes negativas
variaram de -0,86 a -0,71, enquanto que nas correlagdes positivas foram identificadas
valores de 0,70 a 0,89 (Apéndice 2A).

Parafibra, as correlacdes variaram de -0,81 a 0,70, totalizando seis correlacdes
negativas, enquanto que nove marcas apresentaram correla¢des positivas de 0,71 a
0,88, (Apéndice 3A).
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Tabela 4. Efeitos de marcas coincidentes associadas a fibra em quatro épocas de colheita de cana-

de-aculcar.
Fibra

Tamanho

Marcas Epocal Epoca?2 Epoca 3 Epoca 3 (2016) Combinacéo edrr; Ft;zrsees
(pb)
AFLP163 0,6804 0,5678 * * MSPTTG/ECOACA-IRD700 179
AFLP520 -0,6957 -1,4095 * -0,5746 MSPACA/ECOACG-IRD700 334
AFLP13 -1,1886 * -0,4347 * MSPTTG/ECOAGA-IRD800 297
AFLP548 0,7253 * * 0,9959 MSPTCG/ECOACG-IRD700 270
AFLP239 -0,5728 * * -1,4514 MSPTAG/ECOACA-IRD700 207
AFLP252 0,4036 * * 0,9785 MSPCGC/ECOACA-IRD700 324
AFLP207 0,4487 * * 0,6610 MSPACC/ECOACA-IRD700 116
AFLP409 0,4344 * * 0,3541 MSPGAG/ECOACC-IRD700 178
AFLP652 0,5758 * * 0,6819 MSPACC/ECOAGG-IRD800 113
AFLP381 0,5143 * * 0,6567 MSPCGC/ECOACC-IRD700 145
AFLP63 0,6381 * * -0,4330 MSPTAG/ECOAGA-IRD800 173
AFLP327 * -1,8448 -0,5004 * MSPACC/ECOACC-IRD700 358

*Auséncia de efeito

Um fator que interfere na associa¢do da marca com o fenétipo € o desequilibrio
de ligacdo (FLINT-GARCIA; THORNSBERRY; BUCKLER 1V, 2003). Quanto maior a
extensdo do DL, mais associado esta a marca com o locus relacionado ao fendtipo.
Como o genoma da cana possui 18.000 cM de comprimento, dificulta os trabalhos de
mapeamento por causa da necessidade de grande quantidade de marcadores
necessarios para cobrir todos os cromossomos (ZHANG et al., 2009). Os resultados
mostrados por Gongalves (2012), Jannoo et al. (1999) e Raboin et al. (2008) com
cultivares comerciais brasileiras e de outros paises confirmam o alto nivel de
desequilibrio de ligacdo existente na espécie. Isso justifica a ideia que, mesmo
utilizando a quantidade de 640 marcas polimoérficas ap0s a exclusdo daquelas com
menos de 5% e mais de 95% de frequéncia ha a possibilidade de se identificar

associagdes com o fenotipo.
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6 CONCLUSOES

As marcas AFLP 418, 435 e 700 tiveram associacfes em trés épocas de
colheita para Pol. Para a variavel fibra, a marca AFLP 520 foi a Unica com efeito
consistente para trés épocas (época 1, 2 e 3 de 2016). Estas marcas sédo importantes
para serem validadas em outros materiais no processo de selecdo de um programa
de melhoramento. A maioria das marcas significativas apresentou efeito especifico
para cada época, mas as mesmas marcas conjuntamente de uma época servem para

predizer o efeito em relagédo ao fendtipo para outra época de colheita.
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Apéndice 1A. Combinacdes dos primers AFLP utilizados na genotipagem da

populacdo. As sequéncias abaixo correspondem aos trés nucleotideos seletivos

posicionados na extremidade 3’ dos iniciadores EcoRI e Mspl.

Sequéncia 3’ do primer

N da Sequéncia 3’ do primer N° da

combinacgao EcoRI Mspl/Hpa C€Ombinacdo  pqoRj Mspl/Hpa
1 AGA-IRD800 ACA 26 ACC-IRD700 ACT
2 AGA-IRD800 TTG 33 AAC-IRD700 CGC
3 AGA-IRD800 ACC 34 AAC-IRD700 GAG
5 AGA-IRDS800 TAG 36 AAC-IRD700 GAA
6 AGA-IRDS800 CGC 37 ACG-IRD700 ACA
9 AGA-IRD800 GAA 40 ACG-IRD700 TCG
10 ACA-IRD700 ACA 41 ACG-IRD700 TAG
11 ACA-IRD700 TTG 42 ACG-IRD700 CGC
12 ACA-IRD700 ACC 48 AGG-IRD800 ACC
14 ACA-IRD700 TAG 49 AGG-IRD800 TCG
15 ACA-IRD700 CGC 51 AGG-IRD800 CGC
16 ACA-IRD700 GAG 53 AGG-IRD800 ACT
18 ACA-IRD700 GAA 54 AGG-IRD800 GAA
20 ACC-IRD700 TTG 55 AAG-IRD800 ACA
21 ACC-IRD700 ACC 56 AGG-IRD800 TTG
22 ACC-IRD700 TCG 59 AGG-IRD800 TAG
24 ACC-IRD700 CGC 60 AGG-IRD800 CGC
25 ACC-IRD700 GAG
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Apéndice 2A. Lista das correlagBes das marcas entre as épocas de colheita para Pol
com valores acima de -0,70 e 0,7.

Marca 1 Marca 2 Correlacao
291 441 -0,8620
291 424 -0,8400
190 291 -0,7655

88 441 -0,7442
291 513 -0,7402
89 291 -0,7395
88 190 -0,7205
88 424 -0,7174
88 89 -0,7098
424 794 -0,7095
190 246 0,7016
89 349 0,7044
195 441 0,7123
89 424 0,7170
21 325 0,7366
424 513 0,7556
89 441 0,7577
59 474 0,7608
88 291 0,7682
89 190 0,7759
190 424 0,7811
89 513 0,8052
441 513 0,8071
190 441 0,8312
190 513 0,8801

424 441 0,8916
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Apéndice 3A. Lista das correlacdes das marcas entre as épocas de colheita para fibra
com valores acima de -0,70 e 0,7

Marca 1 Marca 2 Correlacao
36 69 0,7783
36 368 0,7831
36 616 -0,7060
36 764 0,8801
69 345 0,7169
69 368 0,8261
69 616 -0,7424
69 764 0,8883
73 616 0,7155

368 616 -0,7251
368 764 0,8859
381 703 -0,7058
616 719 0,7261
616 764 -0,8145

719 764 -0,7804
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Apéndice 4A: Médias ajustadas para o atributo fibra pelo Least Squares Means
(LSMEANS) para as trés épocas de colheita em Ribeirdo Preto-SP.

Epoca 1
Genotipos Médias
94 20,38
41 19,32
43 19,07
39 18,83
11 18,53
95 17,72
37 17,16
42 16,93
99 16,93
36 16,68
38 16,48
44 16,40
1 16,14
93 15,97
10 15,93
40 15,30
35 14,43
32 14,01
8 13,55
21 13,28
60 13,22
50 13,11
16 12,92
9 12,62
12 12,54
33 12,50
61 12,39
100 12,29
14 12,26
25 12,19
56 12,18
82 12,15
68 12,13
64 12,12
59 12,11
74 12,09
66 12,02
70 11,99

Epoca 2
Genotipos Médias
8 22,66
43 21,21
94 20,70
41 20,69
44 19,48
39 18,44
99 17,73
95 17,60
36 17,59
93 16,93
42 16,64
38 16,47
40 16,44
35 16,29
37 16,11
10 15,96
11 15,58
57 13,89
1 13,83
50 13,18
32 13,16
74 12,55
34 12,40
14 12,40
60 12,25
21 12,09
33 12,05
80 11,92
19 11,89
12 11,86
71 11,80
30 11,72
75 11,71
66 11,70
100 11,63
83 11,58
22 11,57
61 11,55

Epoca 3
Genotipos Médias
94 24,53
39 21,66
95 21,53
43 21,31
36 19,99
11 19,52
44 19,14
38 18,84
40 18,78
37 18,51
41 18,50
42 18,43
93 18,33
35 17,36
99 16,49
1 15,75
8 15,60
10 15,53
21 14,67
32 13,62
74 13,59
12 13,11
50 13,08
60 13,01
33 12,78
14 12,74
18 12,68
68 12,56
100 12,53
69 12,47
75 12,46
77 12,45
72 12,43
59 12,42
66 12,28
61 12,24
70 12,22
83 12,17

Epoca 3*

Genotipos Médias
94 21,91
43 21,57
40 21,38
95 20,65
36 20,25
39 19,88
99 19,86
44 19,61
42 19,43
38 19,40
37 19,21
93 19,09
41 18,79
10 18,68
11 18,15
35 17,37
1 16,13
96 14,74
60 14,51
21 14,50
50 14,41
32 14,40
74 14,28
14 13,76
33 13,44
65 13,41
100 13,37
18 13,21
82 13,21
30 13,19
69 13,16
64 13,15
68 13,14
12 13,13
67 13,05
61 13,03
66 12,99
72 12,91



63
19
78
26
30
34
18
67
72
89
75
47
83
71
45
55
65

57
98
69
88
46
77
80
28
79
29
62
20
86
97
90
84
27
58
22
96
15
91
54
92

11,96
11,94
11,88
11,85
11,80
11,80
11,79
11,79
11,76
11,74
11,72
11,72
11,71
11,71
11,69
11,69
11,69
11,67
11,58
11,55
11,55
11,51
11,48
11,46
11,46
11,46
11,42
11,40
11,28
11,28
11,28
11,15
11,14
11,04
11,083
10,99
10,91
10,84
10,83
10,82
10,81
10,78

64
77

68
70
82
18
65
29

45
78
67
63
98
88
26
62
59
20
54
79
56
89
16
90
58
47
28
25
86
53
97
92
85
69
46
27

72
87

11,51
11,50
11,44
11,44
11,44
11,41
11,39
11,36
11,35
11,35
11,31
11,30
11,27
11,25
11,22
11,22
11,19
11,19
11,18
11,14
11,11
11,11
11,09
11,09
11,08
11,08
11,06
11,06
11,04
11,03
11,01
10,97
10,96
10,96
10,87
10,85
10,85
10,84
10,82
10,79
10,78
10,77

82
63
71
28
16
78
89

79
65
86
64
57
25
45
19
56
34
67

20

55
27
97
58
88

62
46
76
26
85
13
92
80
47
29
84

98
30

12,16
12,15
12,15
12,00
11,99
11,86
11,83
11,80
11,79
11,78
11,75
11,74
11,74
11,73
11,71
11,69
11,67
11,65
11,65
11,61
11,59
11,59
11,57
11,53
11,52
11,47
11,46
11,44
11,44
11,42
11,42
11,41
11,38
11,37
11,34
11,30
11,29
11,27
11,20
11,15
11,12
11,10

63
29
78
55
77
83
56
89
59
34
88
71
70
75
19
45
57
58

86
25
79
87
26
28
84
20
98
85
16
22
47
92
62
48
52
73
13
54
97
81
27

104

12,87
12,87
12,85
12,78
12,77
12,77
12,77
12,77
12,73
12,73
12,72
12,69
12,63
12,57
12,55
12,48
12,40
12,36
12,32
12,31
12,28
12,26
12,23
12,23
12,16
12,12
12,09
12,07
12,05
12,04
12,02
11,99
11,93
11,87
11,85
11,84
11,83
11,79
11,75
11,74
11,72
11,70



7
87
4
85
31
24
48
73
52
81
13
6
76
53
3
5
17
51
23
49

10,75
10,74
10,68
10,64
10,60
10,56
10,56
10,55
10,48
10,46
10,45
10,44
10,44
10,42
10,12
10,12
10,06
9,96

9,91

7,72

91
13
73
48
15
81
31
17
76
55
51
96
84
52
24
49
5
23
7
3

10,75
10,72
10,58
10,56
10,54
10,54
10,53
10,51
10,49
10,49
10,46
10,44
10,44
10,38
10,34
10,33
10,26
9,66

9,63

9,44

87
15

48
96
22
53
54
90

31
91
24
73
81
23
52
49
51

11,02
11,01
11,01
10,99
10,92
10,86
10,85
10,84
10,81
10,79
10,79
10,74
10,66
10,60
10,60
10,49
10,36
10,31
10,31
10,12

90
53
80

91
46
17
76

15
49
51
23
24
31

pd
pd

105

11,69
11,68
11,67
11,67
11,57
11,55
11,52
11,49
11,43
11,42
11,16
11,13
11,11
11,08
11,06
10,98
10,94
10,72
pd
pd

*Epoca 3= (colhida em 2016); pd: parcela perdida
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Apéndice 5A: Médias ajustadas para o atributo Pol pelo Least Squares Means
(LSMEANS) para as trés épocas de colheita em Ribeirdo Preto-SP.

Epocal Epoca 2 Epoca 3 Epoca 3*
Gendtipos Médias Gendtipos Médias Gendtipos Médias Gendtipos Médias
80 16,27 19 17,30 22 18,73 51 18,77
18 15,74 71 17,13 79 18,64 87 18,63
46 15,74 22 16,98 89 18,34 18 18,61
91 15,68 91 16,95 69 18,33 55 18,43
71 15,46 46 16,89 71 18,32 65 18,34
51 15,44 4 16,86 63 18,01 28 18,16
45 15,38 62 16,65 78 17,99 79 18,05
60 15,37 51 16,62 70 17,92 86 18,02
82 15,30 25 16,59 51 17,91 63 18,00
55 15,30 60 16,50 18 17,85 45 17,98
25 15,23 87 16,45 83 17,80 91 17,98
28 15,18 64 16,44 86 17,80 9 17,94
78 15,13 83 16,40 62 17,76 69 17,90
21 15,12 80 16,36 50 17,72 71 17,88
87 15,11 50 16,30 33 17,56 82 17,86
86 15,07 84 16,25 53 17,55 83 17,68
52 15,00 65 16,24 9 17,54 78 17,64
73 14,96 21 16,18 75 17,53 89 17,53
72 14,96 82 16,17 98 17,52 64 17,51
97 14,90 52 16,13 19 17,52 84 17,45
65 14,87 67 16,09 87 17,48 5 17,41
19 14,85 77 16,09 59 17,46 57 17,41
20 14,80 98 15,99 66 17,46 66 17,36
70 14,66 76 15,99 85 17,34 62 17,31
63 14,58 89 15,95 28 17,24 4 17,28
14 14,54 32 15,93 57 17,23 52 17,25
58 14,50 9 15,88 91 17,22 60 17,19
32 14,48 45 15,82 84 17,21 22 17,19
64 14,43 55 15,80 73 17,21 50 17,17
29 14,38 18 15,79 60 17,21 7 17,14
69 14,37 28 15,77 67 17,11 70 17,10
67 14,36 78 15,76 48 17,08 21 17,09
47 14,34 33 15,74 55 17,08 23 17,09
50 14,32 88 15,74 45 17,06 33 17,05
62 14,32 90 15,71 27 17,04 72 17,03
22 14,27 73 15,70 72 16,99 92 16,96
79 14,24 63 15,67 77 16,97 3 16,88
31 14,19 53 15,50 82 16,97 47 16,88



84
90
83
33

89
77
57
16
54
75
48
59
56
81
23
76
98

88
66
24
85
92
61
15
12
49
30
74

27
53

13
26

34

37

96

14,13
14,09
14,00
13,95
13,86
13,83
13,82
13,77
13,76
13,73
13,72
13,68
13,66
13,55
13,53
13,50
13,50
13,43
13,37
13,31
13,29
13,28
13,19
13,15
13,13
13,09
13,03
12,98
12,93
12,88
12,69
12,58
12,58
12,28
12,28
12,27
12,19
11,48
11,41
11,18
11,16
10,95

69
20
30
81
56
29
85
a7
59
70
48
75
61
86
27
12
72
66
23
58
31
16
79
97
13
92
54

34
96
49
15
14

24
57
17
26
68
74

15,49
15,45
15,44
15,43
15,36
15,30
15,28
15,24
15,23
15,19
15,13
15,01
14,94
14,85
14,84
14,77
14,77
14,73
14,69
14,66
14,65
14,63
14,47
14,47
14,46
14,26
14,26
14,16
14,16
14,16
14,16
14,00
13,85
13,65
13,62
13,59
13,57
13,56
13,53
13,49
13,40
13,20

46
32

92
65
13
81

56
47
25
21
80
90
97
61
52
24

16
64
15
20
14
23

88
74
26
31
30
29
76
54
49

17
12
68
58

16,92
16,89
16,85
16,73
16,71
16,64
16,58
16,55
16,52
16,51
16,47
16,42
16,36
16,20
16,16
16,14
16,02
15,84
15,81
15,81
15,76
15,70
15,68
15,61
15,52
15,43
15,38
15,36
15,31
15,28
15,23
15,07
14,91
14,41
14,21
13,92
13,72
13,44
13,06
13,03
12,89
12,83

80
25
81
75
14
46
56
59
88
73
53
13
97
77
90
98
85
20
61
48
27
67
58
76
29
12
32
24
30
19
26
31
16
74
49

15
17
54

68
100

107

16,83
16,83
16,81
16,74
16,71
16,70
16,70
16,69
16,65
16,63
16,58
16,57
16,57
16,55
16,50
16,47
16,46
16,45
16,44
16,43
16,36
16,35
16,24
16,15
16,08
16,03
15,94
15,87
15,86
15,84
15,78
15,62
15,61
15,56
14,79
14,71
14,29
14,20
13,98
13,78
13,75
13,71



68
100
38
17
8
1
36
35
93
44
99
41
43
42
95
39
40
94
10
11

10,95
10,89
10,57
10,44
10,16
9,14
8,69
8,41
7,29
7,08
6,61
6,32
6,13
5,85
5,70
5,52
5,28
4,75
4,65
4,47

100
38
37
35
36
39
11
95
41
42
93
94
40
10
44
99

8
43

13,18
12,86
12,34
11,78
11,60
10,13
8,69
8,07
7,86
7,06
7,04
6,58
6,48
6,40
6,14
5,39
4,73
4,47
4,06
3,98

96
34
10

100
35
38
36
93
99
37
44
42
11
41
43
94
39
95
40

12,69
12,65
12,53
11,56
10,93
10,48
10,36
8,28
8,26
8,06
7,63
6,07
5,98
5,85
5,44
5,32
3,74
3,69
3,48
2,37

34
35
96
38
37
36
93
39
44
95
99
41
94
42
10
11
43
40

108

12,75
12,08
11,16
10,24
10,20
9,74
9,07
9,04
8,25
7,95
7,31
7,13
7,04
6,31
6,15
5,92
5,03
3,82

*Epoca 3= (colhida em 2016); pd: parcela perdida





