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CARACTERIZACAO CITOGENETICA E MOLECULAR EM ACESSOS DE CANA-
DE-ACUCAR (Saccharum spp.)

RESUMO - A cana-de-acUcar € uma cultura amplamente cultivada em regides
tropicais e subtropicais, de grande importancia econOmica, principalmente, na
producdo de acucar e etanol. O bagaco resultante da moagem da cana é uma
importante fonte de energia renovavel utilizada na producdo de energia elétrica pelas
induUstrias canavieiras brasileiras com excedente comercializado para complementar
a geracdao hidrica no pais. A cana energia é uma cultivar rica em biomassa, obtida de
cruzamentos com S. spontaneum, uma espécie selvagem com alta diversidade
genética e adaptavel com ndamero variavel de citotipos na faixa de 2n = 40 — 128. O
Programa de Melhoramento Genético de Cana-de-Ac¢Ucar do Instituto Agrondmico
(IAC/APTA) possui Banco Ativo Germoplasma (BAG) de cana-de-agucar composto
por diversos acessos do Complexo Saccharum. O estudo visou a caracterizacao via
marcadores moleculares do tipo microssatélites (SSR) de acessos do germoplasma
basico de cana-de-acucar e avaliacdo do numero cromossémico de acessos de S.
spontaneum. Doze pares de primers de SSR foram utilizados para estabelecer o perfil
molecular e avaliar a estrutura populacional e a diversidade genética entre 64 acessos
de cana-de-acgucar. Os dados obtidos foram avaliados por meio de metodologias
baseadas em distancias genéticas e modelos probabilisticos, indices de diversidade
genética obtidos pelo programa POPGENE versdo 1.32, além das estimativas de
similaridade genética entre os acessos, a analise de estrutura populacional obtidas
pelos programas Structure v.2.3.4 e Structure Harvester. Raizes com
aproximadamente 1cm de comprimento foram coletadas para confeccdo de laminas
citolégicas aplicando o método de coloracdo de Feulgen para contagem de
cromossomos em metéafases e investigar a presenca de cittipos de quatro acessos
de S. spontaneum. Os dados obtidos da contagem dos cromossomos foram avaliados
por meio dos parametros: média, moda, desvio padrao, coeficiente de variacdo e
grafico Boxplot usado para avaliar a dispersdo da contagem do numero de
cromossomos dos acessos de S. spontaneum. Todos os marcadores foram
considerados informativos de acordo com seu valor de PIC, a analise estrutural da
populacdo e de similaridade revelou a formacédo de dois grupos e a contagem de
cromossomos revelou a presenca de trés citotipos. Os resultados obtidos contribuiréo
para 0 manejo, conservagdo e utilizacdo do germoplasma em programas de
melhoramento genético de cana-de-acucar para o desenvolvimento de cultivares
melhoradas que atendam a necessidade do produtor e do consumidor, a exemplo da
cana energia.

Palavras-chave: Saccharum, cromossomos, citétipos, SSR.



CYTOGENETIC AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF SUGARCANE
ACCESSIONS (Saccharum spp.)

ABSTRACT — Sugarcane crop is widely grown in tropical and subtropical regions, and
has a great economic importance, mainly in sugar and ethanol production. The
bagasse resulting from the sugarcane crushing is an important source of renewable
energy used in the production of electric energy by the Brazilian sugarcane industries
with surplus commercialized to complement the hydro generation in the country.
Energy cane is a cultivar rich in biomass, obtained from crosses with S. spontaneum,
a highly diverse and adaptable wild species with a variable number of cytotypes
ranging from 2n = 40 — 128. The Sugarcane Genetic Breeding Program of the
Agronomic Institute (IAC/APTA) has an Active Germplasm Bank (BAG) of sugarcane
composed of several accessions of the Saccharum Complex. The study aimed the
characterization of basic sugarcane germplasm accessions via microsatellite
molecular markers (SSR) and the evaluation of the chromosome number of S.
spontaneum accessions. Twelve SSR primer pairs were used to establish the
molecular profile, genetic diversity and population structure among 64 sugarcane
accessions. The data were evaluated using methodologies based on genetic distances
and probabilistic models, genetic diversity indexes obtained by using the POPGENE
version 1.32 software in addition to the genetic similarity estimates between
accessions, analysis of population structure obtained by the Structure v.2.3.4 and
Structure Harvester software. Roots of approximately 1cm length were collected for
cytological slides confection using the Feulgen staining method for chromosome
counting in metaphase and cytotype definition of four S. spontaneum accessions. The
data from the chromosome count was evaluated using the parameters: mean, mode,
standard deviation, coefficient of variation and Boxplot graphics applied to evaluate the
dispersion of the chromosome number couting of S. spontaneum accessions. All
markers were considered informative according to their PIC value, the population
structure analysis and similarity revealed the formation of two groups and the
chromosome count the presence of three cytotypes. The results will contribute to the
management, conservation and use of germplasm in sugarcane genetic breeding
programs for the development of improved cultivars that meet the needs of producers
and consumers, such as energy cane.

Keywords: Saccharum, chromosomes, cytotypes, SSR.



CARACTERIZACAO CITOGENETICA E MOLECULAR EM ACESSOS DE CANA-
DE-ACUCAR (Saccharum spp.)

CAPITULO | - CONSIDERACOES GERAIS

INTRODUCAO

A cana-de-agucar pertence ao género Saccharum da familia Poaceae. O
género Saccharum é composto de seis espécies: S. officinarum, S. spontaneum, S.
robustum, S. sinense, S. barberi e S. edule. As cultivares atuais originaram-se de
hibridacbes interespecificas, principalmente, entre as espécies de S. officinarum,
espécie rica em sacarose e denominada de “cana nobre” e S. spontaneum, espécie
selvagem com baixo teor de sacarose, rica em fibra e resistente a estresses bioticos
e abioticos da época, (DANIELS; ROACH, 1987; D'HONT et al., 1996). Os primeiros
hibridos interespecificos foram retrocruzados com acessos de S. officinarum (parental
recorrente) para recuperacéo dos teores de sacarose num processo denominado de
nobilizacdo (STEVENSON, 1965; ROACH,1971). O fato de os hibridos
interespecificos terem herdado a totalidade do genoma de S. officinarum proporcionou
as cultivares atuais de cana-de-agucar numero cromossémico variando de 2n =100 a
130 (PREMACHANDRAN et al., 2011), resultando também em uma base genética
estreita de cultivares de cana-de-acucar (LIMA et al., 2002).

A cana-de-acguUcar € uma cultura de grande importancia econémica, cultivada
amplamente em regides tropicais e subtropicais, principalmente para producdo de
acucar e recentemente para producdo de biocombustiveis. Como uma planta C4, a
cana-de-acUcar possui alta taxa fotossintética, capaz de converter boa parte da
energia solar em energia quimica (ARAGON et al., 2009; MARAFON, 2012). A
biomassa, residuo da producgéo de acgucar e etanol, € uma importante fonte de energia
renovavel utilizada para producédo de energia elétrica pelas industrias canavieiras
brasileiras, parte da energia gerada € comercializada para complementar a geragao
hidrica no pais (RAMOS; NACHILUK, 2017). Outros subprodutos sédo produzidos a
partir da cana-de-acucar, estes incluem acucar refinado, agtcar bruto, melaco, élcool,

rum, fermento, bagaco, xaropes, cera bruta e glicose (ALLEN et al., 1997).



Os programas de melhoramento genético de cana-de-agucar tém investido no
desenvolvimento de cultivares ricas em biomassa, as cultivares de cana energia. Tais
cultivares tém sido desenvolvidas por cruzamentos entre cultivares comerciais e
acessos de germoplasma béasico de cana-de-aclUcar, mais especificamente S.
spontaneum. Esta espécie selvagem é altamente polimorfica e adaptavel, com mais
de 30 citétipos na faixa de 2n = 40 — 128 (PRANEETHA; NAIR, 2005; MUKHERJEE,
1950). Apesar da base genética relativamente estreita de Saccharum spp., a
diversidade genética existente entre os diferentes acessos dentro do Complexo
Saccharum permite a exploracdo de sua base genética afim de identificar genes de
interesse no melhoramento genético de cana-de-acucar.

Os marcadores moleculares sdo de grande importancia no melhoramento
genético de plantas, pois eles auxiliam os melhoristas na selecdo de genotipos
superiores aumentando a eficacia e rapidez no processo de melhoramento
(BRAMMER, 2000). A citogenética também tem um papel importante em programas
de melhoramento, uma vez que permitem analises como o padréo de transmissao dos
cromossomos ha introgressdo do genoma selvagem em Saccharum e a identificacao
de materiais eupldides citologicamente estaveis e preferiveis para uma utilizacdo
efetiva (SUGAYA et al., 2012). Portanto, a caracterizacdo citogenética e molecular
realizada em bancos de germoplasma séo de grande importancia para a obtencao de
novas cultivares, os dados obtidos dessas analises permitem uma melhor gestéo do
BAG (Banco Ativo de Germoplasma), possibilitando o melhorista escolher genétipos
com caracteristicas de interesse para a obtencao da cultivar desejada.

O programa de melhoramento genético de cana-de-acUcar do Instituto
Agrondmico (IAC/APTA), iniciou em 2010 a importacdo de germoplasma basico de
cana-de-acUcar, provenientes, em sua maioria, da Colecao Mundial de Germoplasma
de Cana-de-Acucar e Gramineas, situado em Miami, Flérida, Estados Unidos.
Marcadores moleculares do tipo microssatélites (SSR) estdo sendo utilizados para
estabelecer o perfil molecular (fingerprint) destes acessos, como também quantificar
0s niveis da variabilidade genética do BAG, identificar acessos duplicados e
estabelecer colecbes nucleares, permitindo uma gestdo eficiente do banco
(MANECHINI et al., 2018; MARCHINI, 2019). Além do estudo com marcadores

moleculares, analises citogenéticas como contagem do numero de cromossomos dos



acessos estdo sendo realizadas, as quais permitirdo determinar os citotipos dos
acessos de Saccharum spontaneum (MELLONI et al., 2016).

Nesse contexto, o presente estudo visa a continuidade da caracterizacao
citogenética e molecular de acessos do BAG de cana-de-agucar do IAC/APTA —
Centro de Cana, por meio da contagem cromossdmica e genotipagem, estabelecendo
citotipos e perfil molecular (fingerprint) para auxiliar programas de melhoramento de
cana-de-agucar em futuros cruzamentos que visem a introgressdo genética para

obtencao de cultivares superiores, principalmente aquelas ricas em biomassa.
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