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PREFACIO

Os resultados obtidos durante o desenvolvimento deste trabalho estédo
apresentados na forma de capitulos. O primeiro capitulo apresenta uma analise
dos parametros genéticos de uma populacao F1 obtida a partir do cruzamento
de duas variedades comerciais de cana-de-agucar oriundas do programa de
melhoramento do Centro de Tecnologia Canavieira, Piracicaba/SP. Também
avaliamos marcadores moleculares microssatélites buscando uma relagéo entre
0s mesmos com as caracteristicas agronémicas aqui estudadas (Peso do bolo
umido, Peso do bolo seco, Fibra, Lignina e Celulose). No segundo capitulo, o
qual estd em formato de artigo cientifico que sera submetido para a revista
Genome, com o titulo “A SNP genetic map constructed using restriction site-
associated DNA sequencing approach for sugarcane”, apresenta o primeiro
mapa genético com marcadores SNPs (Single nucleotide polymorphisms)
obtidos via RADSeq utilizando a populacao F1 de mapeamento obtida a partir
do cruzamento de uma variedade comercial dos Estados Unidos com S.
spontaneum, oriundos do programa de melhoramento da Texas A&M Agrilife

Research, Weslaco, TX, USA.

Durante o doutorado realizei estagio na Texas A&M AgriLife Research,
Weslaco, TX, USA, sob orientagdo do Dr. Jorge A. G. da Silva, onde foram
realizadas as analises dos componentes lignocelulésicos e o screening de
marcadores SSR. Também houve o estagio na Texas A&M AgriLife Genomics
and Bioinformatics Service (Texas A&M University, College Station, TX, EUA),
sob orientagédo do Dr. Charles Johnson, onde a genotipagem para a descoberta

de SNPs foi realizada através do protocolo RadSeq.
12



As analises de bioinformatica para o mapeamento genético foi realizado em
parceria com o Prof. Dr. Antonio Augusto Franco Garcia da ESALQ-USP,

Piracicaba.
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Capitulo |

Analise de parametros genéticos para biomassa em Cana-de-agucar

1 INTRODUCAO

A Cana de acgucar (Saccharum spp.) pertence a familia Poaceae com a
propriedade de acumular até 50-60% de seu peso seco em sacarose (Bonnett
G.D. et al., 2004), o que a torna economicamente importante para a produgéo
de acgucar e bioetanol. Em moinhos de cana, o sumo é extraido a partir de caules
e utilizado tanto para a cristalizagdo do acucar e fermentagdo como para a
producéo do chamado etanol de primeira geracao (Arruda P., 2012). A Cana esta
entre as plantas produtoras de biomassa mais eficientes (Vermerris W., 2011),
de modo que o setor pode igualmente beneficiar da producao de etanol a partir
da matéria-prima lignocelulésica representada pelo bagacgo, que é atualmente
utilizado para a geragao de calor e eletricidade para a usina (Maciel M.R.W. et
al., 2009). A Lignocelulose é a biomassa vegetal composta por polimeros de
celulose, hemicelulose e lignina, sendo um recurso renovavel utilizado para a
producao de biocombustiveis (Stewart C.N.Jr. et al., 2014). No entanto, possui
uma natureza altamente complexa, na qual as microfibrilas de celulose sao
incorporados numa matriz de polissacaridios reticulado, constituindo uma
barreira fisica que limita a liberagéo dos agucares fermentaveis, o que demanda
tratamentos quimicos relativamente caros para a remogéao da lignina, permitindo
0 acesso aos polissacaridios para a sacarificacao (Vega-Sanchez M.E., Ronald
P.C., 2010; Zhao X., Zhang L., Liu D., 2012). A engenharia genética de plantas

para bioenergia surgiu como uma alternativa para otimizar este processo, tendo

14



como objetivo produzir plantas que acumulem menos lignina no intuitito de serem

mais passiveis de degradacao quimica.

Saccharum X officinarum designa cientificamente a cana-de-agucar
autopoliploide cultivada (Cheavegatti-Gianotto et al., 2011), com tamanho de
genoma monoploide estimado em ~1 Gb (Souza et al., 2011), o que tem sido
apontado como desafiador, pois dificulta os estudos genéticos e a aplicagédo de

metodologias mais modernas no melhoramento da espécie.

A estimagcdo de parédmetros genéticos tem fundamental importancia para os
programas de melhoramento, pois permitem identificar a natureza da agéao dos
genes envolvidos no controle dos caracteres quantitativos e, assim, avaliar a
eficiéncia das diferentes estratégias de melhoramento, pela obtengcéo de ganhos
genéticos preditos e manutencao de uma base genética adequada. As variancias
genéticas aditivas e nao-aditivas, as correlagdes e as herdabilidades séo os

parametros genéticos de maior importancia (Cruz e Carneiro, 2003).

O termo parametro é utilizado para designar as constantes caracteristicas de
uma populagéo, particularmente média e variancia. No caso de populagdes
utilizadas em programas de melhoramento, os parametros de interesse séo de
duas naturezas: genética e nao-genética. A estimacgao dos parametros genéticos
€ necessaria para: (a) obter informagdes sobre a natureza da agédo dos genes
envolvidos na herancga dos caracteres sob investigacéo; e (b) estabelecer a base

para a escolha dos métodos de melhoramento aplicaveis a populagéo.

A herdabilidade (h2) € um dos parametros genéticos mais informativos para o

trabalho do melhorista. Este parametro fornece a propor¢cao da variancia
15



genética presente na variancia fenotipica total. Dessa forma, ela infere sobre a
confiabilidade do valor fenotipico como indicador do valor genético para espécies

que se reproduzem sexuadamente e sdo propagadas pelo cultivo de sementes.

A herdabilidade pode ser estimada em sentido amplo (hzg) e sentido restrito

2 . . , ” " N "
(h"3). No sentido amplo, considera toda a variagao genética aditiva e ndo-aditiva

(Ramalho et al., 1993) e, no sentido restrito, &€ determinada pela relacédo entre

variancia genética aditiva e a variancia fenotipica (Resende, 2001).

O coeficiente de herdabilidade, tanto no sentido restrito como no amplo, pode

: 2 : .
variar de zero a um. No caso de h = 1, as diferencas fenotipicas entre os

individuos sdo causadas unicamente por diferengcas genéticas entre os mesmos;

2 - L . ~ , ”
quando h = 0 significa que a variabilidade do carater nado tem origem genética.
Neste caso, nao existe correlacdo alguma entre valor genético e valor fenotipico

da unidade de selecao (Allard, 1964).

A variancia aditiva é a variancia dos valores genéticos aditivos, um dos fatores
determinantes da covariancia ou semelhanca entre parentes e, por conseguinte,
o principal determinante das propriedades genéticas da populacdo e de sua

resposta (Falconer, 1981).

Segundo Cruz e Regazzi (2001), a existéncia da variancia aditiva indica maior
facilidade na identificacao de gendtipos superiores com maior concentracao de
alelos favoraveis. Por sua vez, a variancia atribuida a dominancia é indicativa de
dificuldades no processo de selecdo, mas & importante quando se deseja

explorar o vigor hibrido.
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No intuito de se obter informacdes sobre os componentes genéticos relativos "a
biomassa em Cana de acgucar, este trabalho objetiva estudar os parametros
genéticos de cana-planta e cana-soca para verificar se ha diferenga entre cortes,

gerando informagdes para os programas de melhoramento para cana energia.

17



2 MATERIAL E METODOS

2.1 Populagao de estudo e delineamento experimental

A populacao de estudo consiste em um cruzamento entre o clone CT fibra alta e
o clone CT fibra baixa, cedido pelo Centro de Tecnologia Canavieira —CTC,
Piracicaba, SP. O ensaio é formado por 250 clones F1 e os genitores. Os clones
foram plantados em Piracicaba-SP em uma area aproximada de 3,0 ha em
delineamento de 2x5 (dois sulcos de cinco metros). O experimento foi dividido
em dois conjuntos, cada conjunto formado por 4 grupos e 16 blocos. Os
individuos se repetem em um mesmo grupo e os controles (C1, C2 e C3) se
repetem em todos os blocos, como demonstrado na figura 1.

O periodo da condugéao do experimento foi de dois anos, que correspondem aos
estagios de cana-planta (colheita em julho de 2012) e cana-soca (colheita em

julho de 2013).

18



. Conjunto

[ Grupo

Bloco

1-1116 Parcela
C1,C2,C3 Controle

Figura 1: Delineamento experimental em blocos incompletos balanceados da populagdo
segregante para producgéo de fibra cedida para estudo pelo programa de melhoramento da
empresa Centro de Tecnologia Canavieira-CTC.

2.2 Caracteres Avaliados

2.2.1 Analises tecnoldgicas

Os seguintes caracteres foram avaliados:

a) Peso do bolo umido (PBU): Obtido através da prensagem da parte fibrosa e

subsequente peso do bolo (bagago) umido.

b) Peso do bolo seco (PBS): Obtido a partir da secagem em estufa do bolo umido

e subsequente pesagem.

19



c) Fibra: A Fibra da cana foi estimada através do método de Tanimoto (1964), o
qual utiliza os valores de PBU e PBS para a obtencao da porcentagem de fibra

industrial.

2.2.2 Componentes lignoceluldsicos

Cinquenta clones foram submetidos a analises de wet chemistry para a
construgcao da curva padrao que foi utilizada para a medi¢cao dos demais clones
via Near Infrared Spectroscopy (NIR). O protocolo utilizado foi o proposto por
Rodriguez-Zuiiga et al. (2014) com algumas alteragdes. Os componentes

medidos foram lignina e celulose para cana planta e cana soca.

2.3 Analises de variancia

As analises de Variancia e coeficiente de variacdo ambiental para os cinco
caracteres (PBU, PBS, Fibra, Lignina e Celulose) foi realizada com base em 8
experimentos (que esta sendo chamado, nesse caso, de "Grupo"), dessa forma,
a indexacao original de dois conjuntos de 4 experimentos (1,2,3,4), foi
modificada para apenas um (1,2,3,4,5,6,7,8). As analises foram realizadas corte
a corte e também em ambos os cortes conjuntamente, como demonstrado nas

tabelas seguintes:

20



Considerando:

Analise Individual — Apenas um corte

e E = N°de Experimentos = 8

e B/ E = Blocos dentro de experimentos = 4

e T =Testemunhas =3

FV GL QM F

Experimentos E-1=7 QM E QME/QMB
Blocos / Exp E(B-1) =24 QM B QM B/QMR
Tratam T-1=2 QM T QM T/QME
Trat x Exp (T-1)(E-1) = 14 QM TxE QM TxE/ QM R
Residuo E(B-1)(T-1)=48 QMR

Total TBE-1=95

21



Considerando:

e E = N°de Experimentos = 8

Analise Conjunta — Dois cortes

e B/ E = Blocos dentro de experimentos = 4

e T =Testemunhas =3

e C=Cortes=2

FV GL QM F
Exp E-1 7 QM QM1/QM2
1
Blocos [/ E(B-1) 24 QM (QM2+QM11)/(QM10+QM5)
Exp 2
Trat T-1 2 QM QM3/QM5
3
Tratx Exp (T-1) 14 QM QM4/QM5
(E-1) 4
Erro A(T x (T-1) 48 QM QMS5/QM11
B/E) [(B- 5
1)*E]
Cortes (C-1) 1 QM Qme/QM10
6
Cortes x (C-1) 2 QM QM7/QM11
Trat (T-1) 7
Cortes x (C-1) 7 QM QM7/QM10
Exp (E-1) 8
Cortes x (C-1) 14 QM QM9/QM11
Tratx Exp (T-1) 9
(E-1)
ErroB (Cx (C-1) 24 QM QM10/QM11
B/E) [(B- 10
1)*E]
ErroC(Cx (C- 48 QM
T x B/IE) 1)(T- 11




I(B-

1)"El
Total ETCB- 191
1
FV E(QM)
Exp 02cp + 102 + loZg +ilok + iljog
Blocos / Exp oécp + 108 + loFg + ilah
Trat 02cp + loZg + kljor
Trat x Exp 0fcp + loFg + lorg

Erro A (T x B/E)

Cortes

Cortes x Trat

Cortes x Exp

Cortes x Trat x Exp

Erro B (C x B/E)

Erro C (Cx T x B/E)

2 2
orcg + lorg

ofcp + i0ép + kijoc

ofcs + kjorc

2 . 2 s
Orcg T 10cg + YPgc

ofcs +jQErc

2 . 2
Orcg +10¢p

2
OrcB

Total

2.4 Herdabilidade
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Trabalhou-se com um modelo multivariado com a matriz de covaridncia nao
estruturada, assumindo cada colheita como um carater diferente, mas
correlacionados (Resende, 2007). A implementacéo da modelagem foi realizada

com o pacote LME4 em linguagem R.

Esse modelo é o mais completo, pois utiliza toda a informacgao simultaneamente
e trata idades ou safras como sendo caracteres diferentes e correlacionados,

considerando suas diferentes herdabilidades e correlagées genéticas.

2.5 Analises de associacao dos marcadores microssatélites

Os tipos de segregacao do marcador foram identificados através de em um teste
de qui-quadrado para desvios das propor¢des de segregacao esperadas de 1:1
e 3:1 (marcadores em dose Unica em apenas um dos pais e marcadores em
dose unica em ambos o0s pais, respectivamente) com a correcdo de Bonferoni
para controlar o erro tipo | para multiplos testes.

A Single Marker Analysis (SMA) calcula se os valores fenotipicos diferem entre
os gendtipos para um determinado marcador molecular, ou seja, pode detectar
associagdes entre marcadores moleculares e caracteristicas agronémicas de
interesse para os melhoristas. A SMA pode ser realizada utilizando uma
variedade de analises estatisticas, incluindo testes t, ANOVA, regresséo,
maximum likelihood estimations e log likelihood ratios. No caso, a ANOVA foi

realizada baseada na equacéo linear que segue:

Y = p + f (marcador) + erro

Onde:
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Y: valor da caracteristica agronémica
M: média populacional

F (marcador): fungdo do marcador molecular

Os critérios adotados para declarar associagcbes do marcador com a
caracteristica agronémica foram p-valores menores que 0,05 e 0,01.

Usou-se a regressao linear multipla para determinar a proporcao de variagcao
fenotipica explicada pela associacdo entre marcadores e caracteristicas
agrondmicas.

2.6 Analise por Componentes Principais

A andlise de componentes principais (ACP) € um método estatistico
essencialmente descritivo. A técnica foi inicialmente proposta por K. Pearson em
1901 (Morrison, 1976), e o objetivo é apresentar em uma forma grafica o maximo
de informacéao contida em uma matriz de dados, com o objetivo de visualizar as
proximidades entre os individuos e os vinculos entre as variaveis. Com os
marcadores microssatélites, foi utilizado o comando prcomp para o calculo da
PCA e para a plotagem dos resultados, foi usado o pacote ggplot2, todos na

linguagem R.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analise dos componentes lignocelulésicos

A composigcado quimica do bagaco de cana pré-tratado (celulose e lignina) foi
analisada utilizando a técnica de espectroscopia infravermelha (NIR). O spectra
gerado foi correlacionado com resultados das analises quimicas classicas
usando uma regressao dos minimos quadrados parciais. Observou-se que a
porcentagem de lignina aumentou consideravelmente na cana soca e a
porcentagem de celulose teve um aumento menos significativo da cana planta

para a cana soca (Figura 2 e 3).

Lignina

19

Cana Planta Cana Soca

Figura 2: Porcentagem de lignina na cana planta e cana soca na populagdo apds a analise de
variancia com efeitos de estrutura fixa.
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Celulose

Cana Planta Cana Soca

Figura 3: Porcentagem de lignina e celulose na cana planta e cana soca na populagdo apés a
analise de variancia com efeitos de estrutura fixa.

3.2 Analise por Componentes Principais

Este tipo de analise apenas mostra como a progénie se distribui em relagao aos
genitores, eventualmente refletindo aqueles individuos mais préximos de um ou
outro genitor em termos genéticos. Observa-se que a populagao de estudo tem
ampla distribuicao, com diferenca significativa da progénie e dos genitores, o que
era esperado tendo em vista que o cruzamento gerador da populagao foi de uma
planta considerada com alto teor de fibora com uma outra planta com baixo teor

de fibra (Figura 4).
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PC2 (4,45 %)
[ )

PC1 (.92 %)

Figura 4: Andlise de componentes principais com os genitores € a progénie da populagdo
segregante para fibra através de marcadores do tipo microssatélites. Os percentuais nos eixos
referem-se a quantidade de variagéo nos dois primeiros componentes.

3.3 Analises de variancia

Como a ligacao entre os grupos do experimento em campo sao as testemunhas,
uma analise de variancia entre elas foi realizada afim de verificar se ha efeito do
ambiente sobre os gendtipos. Constatou-se efeito significativo do ambiente
sobre os gendtipos, o que torna o experimento ndao homogéneo (Tabela 1-5). A
fonte de variacao “cortes” também mostrou-se altamente significativa, mostrando

que ha diferencas entre os cortes.
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Tabela 1. Analises de Variancia e Coeficiente de Variagdo Ambiental para o carater agronémico
PBU (peso do bagago umido) das trés testemunhas dos 8 grupos que compdem o experimento.

PBU CV% 3.754064

Gl SQ QM Fvalue Pr(>F)
Grupo 7 532.8 76.11 3.21682164  0.014993864
Variedade 2 164.82 82.41 3.201631702 0.049521165
Corte 1 660.08 660.08  27.40058115 2.30E-05
Grupo:Bloco 24 567.93 23.66 0.979931768
Grupo:Variedade 14 405.65 28.98 1.125874126  0.361191392
Variedade:Corte 2 70.05 35.03 1.3914 0.25858
Grupo:Corte 7 1363.03 194.72  8.083022001 4.60E-05
Grupo:Bloco:Variedade 48 1235.41 25.74 1.0224 0.46955
Grupo:Bloco:Corte 24 578.11 24.09 0.9569 0.53346
Grupo:Variedade:Corte 14 271.08 19.36 0.7692 0.6955
Residuo 48 1208.32 2517
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Tabela 2: Analises de Variancia e Coeficiente de Variagdo Ambiental para o carater agronémico
PBS (peso do bagaco seco) das trés testemunhas dos 8 grupos que compdem o experimento.

PBS CV% 4.330169
Gl SQ QM Fvalue Pr(>F)
2.02961E-05
Grupo 7 282.94 40.42 8.962306
0.045130506
Variedade 2 64.63 32.31 3.3070624
1.40E-10
Corte 1 1156.89 1156.89 113.53189
Grupo:Bloco 24 108.24 4.51 0.7154309
0.310205332
Grupo:Variedade 14 163.35 11.67 1.1944729
0.029947
Variedade:Corte 2 73.83 36.92 3.7777
0.006734398
Grupo:Corte 7 269.31 38.47 3.7752699
0.500362
Grupo:Bloco:Variedade 48 468.95 9.77 0.9997
0.437101
Grupo:Bloco:Corte 24 244.66 10.19 1.0431
0.591799
Grupo:Variedade:Corte 14 119.34 8.52 0.8723
Residuo 48 469.08 9.77

Tabela 3: Analises de Variancia e Coeficiente de Variagdo Ambiental para o carater agronémico

Fibra industrial das trés testemunhas dos 8 grupos que compdem o experimento.
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Fibra CV% 4.707286

Gl SQ QM Fvalue Pr(>F)
Grupo 7 11.039 1.577 11.38628  2.72487E-06
Variedade 2 8.3489 4.1744 13.70903 1.95E-05
Corte 1 27.1502 27.1502 77.973 5.26E-09
Grupo:Bloco 24 3.3242 0.1385 0.652827
Grupo:Variedade 14 3.7395 0.2671 0.877176  0.586893227
Variedade:Corte 2 4.1457 2.0729 7.2074 0.0018319
Grupo:Corte 7 5.1656 0.7379 2.119184  0.080544654
Grupo:Bloco:Variedade 48 14.6183 0.3045 1.0589 0.4218116
Grupo:Bloco:Corte 24 8.3575 0.3482 1.2108 0.2803198
Grupo:Variedade:Corte 14 3.6759 0.2626 0.9129 0.5514329
Residuo 48 13.805 0.2876
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Tabela 4. Analises de Variancia e Coeficiente de Variagdo Ambiental para o carater agronémico
Celulose das trés testemunhas dos 8 grupos que compdem o experimento.

Celulose CV% 12.32367

Gl SQ QM Fvalue Pr(>F)
Grupo 7 190.15 27.16 3.001105 0.0206448
Variedade 2 42.9 21.45 1.82398 0.172390657
Corte 1 954.47 954.47 112.5554 1.53E-10
Grupo:Bloco 24 217.26 9.05 1.060771
Grupo:Variedade 14 350.78 25.06 2.130952 0.026549545
Variedade:Corte 2 16.28 8.14 0.6552 0.52392
Grupo:Corte 7 220.8 31.54 3.71934 0.007283279
Grupo:Bloco:Variedade 48 564.4 11.76 0.9466 0.575
Grupo:Bloco:Corte 24 203.57 8.48 0.6828 0.84301
Grupo:Variedade:Corte 14 369.78 26.41 2.1264 0.02689
Residuo 48 596.24 12.42
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Tabela 5. Analises de Variancia e Coeficiente de Variagdo Ambiental para o carater agronémico
Lignina das trés testemunhas dos 8 grupos que compdem o experimento.

Lignina CV% 16.3675

Gl SQ QM Fvalue Pr(>F)
Grupo 7 175.31 25.04 3.009615  0.020383721
Variedade 2 51.65 25.82 2.364469 0.1048608
Corte 1 342.53 342.53 40.20305 1.48E-06
Grupo:Bloco 24 199.62 8.32 0.966564
Grupo:Variedade 14 248.15 17.72 1.622711 0.107073028
Variedade:Corte 2 2.14 1.07 0.1021 0.90312
Grupo:Corte 7 157.98 22.57 2.649061 0.035213746
Grupo:Bloco:Variedade 48 524.2 10.92 1.0435 0.44166
Grupo:Bloco:Corte 24 204.53 8.52 0.8143 0.70207
Grupo:Variedade:Corte 14 234.84 16.77 1.6028 0.11284
Residuo 48 502.34 10.47

A analise de variancia conjunta foi realizada para todos os clones. A fonte de

variacao “cortes” também se mostrou altamente significativa, mostrando que ha

diferencas entre os cortes. As fontes de variacao (FV) “Genétipos” e “Cortes”

mostraram-se significativas para todos os caracteres. Esses resultados mostram

que o comportamento dos genétipos, para todos os caracteres, sao influenciados

pelo ano agricola e que os gendétipos nao apresentam um comportamento
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consistente ao longo dos cortes.

O coeficiente de variagao experimental (CV%), que da uma idéia da precisdo
experimental, foi satisfatorio, pois apresentou-se abaixo dos niveis normalmente

encontrados em experimentos com cana-de-agucar (CV% = 20 a 22).

O menor valor de CV% do carater lignina e celulose ¢ justificavel, pois, segundo
Pimentel Gomes (1982), variaveis medidas em laboratérios sofrem menores
variagdes do que variaveis medidas no campo, como é o caso de PBU e PBS

(Tabela 6-10).

Tabela 6: Analises de Variancia e Coeficiente de Variagdo Ambiental para o carater agronémico
Lignina nos clones da populagao.
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Lignina CV% 8.401061

Gl SQ QM Fvalue Pr(>F)

Grupo 7 7392.0 1056.0 333.3099 2.2e-16

Variedade 256 7956.9 31.1 9.8104 2.2e-16

Corte 1 4855.9 4855.9 1532.6964 2.2e-16

Grupo:Bloco 24 32.3 1.3 0.4247 0.9934
Grupo:Variedade 14 248.1 17.7 5.5945 2.073e-10

Variedade:Corte 256 13842.3 541 17.0668 2.2e-16
Grupo:Corte 7 158.0 22.6 7.1335 2.79e-08

Grupo:Bloco:Variedade 810 2575.7 3.2 1.0037 0.4791

Grupo:Bloco:Corte 24 35.5 1.5 0.4670 0.9868
Grupo:Variedade:Corte 14 234.8 16.8 5.2946 1.054e-09

Residuo 810 2566.3 3.2
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Tabela 7: Analises de Variancia e Coeficiente de Variagdo Ambiental para o carater agronémico

Celulose nos clones da populagéo.

Celulose CV% 9.308936

Gl SQ QM Fvalue Pr(>F)

Grupo 7 12784.4 1826.34 469.4987 2.2e-16

Variedade 256 7740.1 30.23 7.7724 2.2e-16

Corte 1 3030.9 3030.93 779.1642 2.2e-16

Grupo:Bloco 24 54.1 2.26 0.5799 0.9469
Grupo:Variedade 14 350.8 25.06 6.4412 2.034e-12

Variedade:Corte 256 16327.1 63.78 16.3954 2.2e-16
Grupo:Corte 7 220.8 31.54 8.1089 1.471e-09

Grupo:Bloco:Variedade 810 3144.7 3.88 0.9981 0.5111

Grupo:Bloco:Corte 24 56.8 2.37 0.6086 0.9300
Grupo:Variedade:Corte 14 369.8 26.41 6.7900 2.999e-13

Residuo 810 3150.9 3.89
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Tabela 8: Analises de Variancia e Coeficiente de Variagdo Ambiental para o carater agronémico
Fibra nos clones da populagao.

Fibra CV% 2.659996

Gl SQ QM Fvalue Pr(>F)

Grupo 7 130.6 18.658 58.7433 2.2e-16

Variedade 256 5261.1 20.551 64.7032 2.2e-16

Corte 1 165.8 165.833 522.1113 2.2e-16

Grupo:Bloco 24 9.8 0.410 1.2896 0.16011

Grupo:Variedade 14 3.7 0.267 0.8410 0.62437

Variedade:Corte 256 288.4 1.127 3.5473 2.2e-16

Grupo:Corte 7 5.2 0.738 2.3234 0.02376
Grupo:Bloco:Variedade 810 358.9 0.443 1.3951 1.144e-06

Grupo:Bloco:Corte 24 8.1 0.338 1.0627 0.38158

Grupo:Variedade:Corte 14 3.7 0.263 0.8267 0.64028

Residuo 810 257.3 0.318
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Tabela 9: Analises de Variancia e Coeficiente de Variagdo Ambiental para o carater agronémico

PBS (peso seco do bagacgo) nos clones da populagéo.

PBS CV% 13.95805

Gl SQ QM Fvalue Pr(>F)

Grupo 7 2656 379.4 43.3783 2.2e-16

Variedade 256 129611 506.3 57.8903 2.2e-16

Corte 1 8798 8797.9 1005.9618 2.2e-16
Grupo:Bloco 24 428 17.8 2.0396 0.002406
Grupo:Variedade 14 163 11.7 1.3341 0.180733

Variedade:Corte 256 9181 35.9 4.1005 2.2e-16
Grupo:Corte 7 269 38.5 4.3991 8.310e-05
Grupo:Bloco:Variedade 810 10464 12.9 1.4771 1.585e-08
Grupo:Bloco:Corte 24 252 10.5 1.1986 0.233654
Grupo:Variedade:Corte 14 119 8.5 0.9747 0.477500

Residuo 810 7084 8.7
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Tabela 10: Analises de Variancia e Coeficiente de Variagdo Ambiental para o carater agronémico

PBU (peso umido do bagaco) nos clones da populagéo.

PBU CV% 21.24138

Gl SQ QM Fvalue Pr(>F)

Grupo 7 10281 1468.7 72.5125 2.2e-16

Variedade 256 220473 861.2 42.5211 2.2e-16

Corte 1 5579 5579.5 275.4736 2.2e-16
Grupo:Bloco 24 1381 57.5 2.8413 7.688e-06

Grupo:Variedade 14 406 29.0 1.4306 0.13235

Variedade:Corte 256 28654 111.9 5.56262 2.2e-16
Grupo:Corte 7 1363 194.7 9.6138 1.616e-11
Grupo:Bloco:Variedade 810 24419 301 1.4884 8.535e-09

Grupo:Bloco:Corte 24 871 36.3 1.7913 0.01147

Grupo:Variedade:Corte 14 271 19.4 0.9560 0.49743

Residuo 810 16406 20.3

3.4 Herdabilidade

Os caracteres PBU, PBS e fibra apresentaram os maiores valores de

herdabilidade (Figura 5), o que demonstra que sao altamente determinados pelo

genotipo, sofrendo pouca alteracdo ambiental. Ja lignina e celulose, mostraram-

se com maior influéncia ambiental, tendo a celulose destaque com a menor

herdabilidade observada (Figura 5).
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Herdabilidade

PBU PBS Fibra Lignina Celulose

Figura 5: Estimativas do coeficiente de herdabilidade para os caracteres PBU, PBS, Fibra,
Lignina e Celulose.

3.5 Analises de associacao dos marcadores microssatélites

Oitenta e nove marcadores microssatélites oriundos de sequéncias expressas
do genoma de cana-de-agucar (EST-SSR) obtidos a partir de rotas metabdlicas
relacionadas a lignina e celulose e 15 marcadores originados de sequéncias
gendbmicas (gSSR) foram genotipados na populagdo, produzindo 166
marcadores polimérficos em dose Unica (Figura 6). Os marcadores SCB381D e
o SCESSR0148A mostraram-se significativos para todas as carcateristicas em
questao, podendo ambos serem usados em programas de melhoramento que
visem detectar plantas com alto rendimento de fibra. Alguns marcadores
mostraram-se especificos para apenas um carater, como € o caso do SCB184A

para PBU.
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Figura 6: Single marker analysis para detectar os marcadores de microssatélites relacionados com as caracteristicas PBU, PBS, Fibra, Lignina e Celulose.
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A regressao linear multipla foi utilizada para determinar a propor¢ao de variacao

fenotipica explicada pela associagao entre os marcadores e os SSRs (Figura 7).
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Figura 7: Regressé&o linear multipla com os marcadores SSRs nas caracteristicas PBU, PBS, Fibra, Lignina e Celulose.



4 CONCLUSAO

Todas as caracteristicas avaliadas (PBU, PBS, Fibra, Lignina e Celulose) foram
significativas para genétipos pelo teste F (P<0,01), demonstrando haver

diferencas significativas entre os gendtipos;

Os parametros genéticos referentes ao presente estudo indicam grandes
possibilidades de sucesso neste programa de melhoramento visando a selegcéao

das caracteristicas avaliadas;

A anadlise de variabilidade genética via marcadores moleculares, demonstrou
uma significativa variabilidade genética na populagéo, devido a segregagcao dos

individuos;

A analise de componentes principais revelou presenca de estrutura de

populacgéo.
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Abstract

Advancements in next-generation sequencing technology have enabled whole
genome re-sequencing in many species, providing new discoveries and
characterization of molecular polymorphisms. There are limitations, however, to
next-generation sequencing approaches for species with large complex genomes
such as sugarcane. Restriction site—associated DNA sequencing (RADSeq) has
been developed as a tool for association studies and genomics-assisted breeding
in a range of species including those with complex genomes. Double digest
RAD sequencing (ddRADSeq) with Pstl and MLuCl restriction enzymes for
targeted complexity reduction followed by multiplex sequencing to produce
high-quality polymorphism data at a relatively low per sample cost. Here we
report the construction of a genetic map for sugarcane using ddRADseq markers
in a segregating F1 population bi-parental cross. Sequences were analyzed by a
modified version of Tassel-GBS software using four pseudo-references as
reference genome. 6,188 SNP markers were scored in the mapping. Analysis of
SNP marker data produced 191 linkage groups (LGs) with a total map length of
2487,12 cM. The genetic map will facilitate the identification of genes controlling
important agronomic traits, and provide a reference for large-scale re-sequencing

projects.

Keywords: Genetic maps; ddRADseq; SNP; Sugarcane.
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Introduction

Sugarcane is a major crop of tropical and sub-tropical regions. This fast growing
plant is a major source of sugar (sucrose). The high productivity of the sugarcane
plant makes it a key target for use as an energy crop. The fiber of the plant is
often used to generate electricity. The sugarcane plant is also used to produce

ethanol as a fuel.

Sugarcane is a hybrid from an inter-specific hybridization between two wild
polyploid relatives, Saccharum officinarum L. (2n = 80) and Saccharum
spontaneum L. (2n = 40-128), which is genetically complex and the genome size
(around 10,000Mbp) is likely to vary between genotypes especially those with
different chromosome numbers, creating a challenge in the application of both
conventional and molecular breeding to the genetic improvement of sugarcane
as a sugar and energy crop. Genetic linkage maps have been difficult to
construct in sugarcane due to the double genome structure, homologous and
homoeologous chromosomes and aneuploid inheritance. However, with the
advent and wide adoption of single dose markers, linkage mapping in sugarcane
has witnessed several achievements, indicating the potential to greatly increase
our understanding about this plant by application of emerging genomic

technologies.

The evolution of next-generation sequencing (NGS) platforms able of producing
millions of short (50-100 bp) DNA sequence reads has reduced the costs of DNA
sequencing and offers the possibility of making direct, genotyping-by-sequencing
(GBS) practical (Metzker L., 2010). Recent initiatives are seeking to sequence

the sugarcane genome (Souza et al, 2011.), which already has a large number
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of expressed sequence tags (ESTs) at project SUCEST (Vettore et al., 2003),
from which they derived important markers to mapping studies. Lately,
genotyping SNPs in species of complex genomes, such as sugarcane, has
allowed advanced genetic studies (Garcia, 2013). Even with the promise of NGS
approach and availability of next-generation sequencing platforms, by now, GBS
methods retain significant limitations. The most protocols for the synthesis of
DNA fragment libraries compatible with high-throughput sequencing platforms
are onerous, costly and would be unreal for production efforts involving hundreds
of samples. Sequence-based genotyping is restricted to those species with
available genome assemblies (Han B et al., 2009). We are facing a lack of marker
platforms that can provide GBS independent of the status of an assembled

genome.

The restriction-site associated DNA sequencing (RAD-seq) was one of the NGS
methods that sequencing only the DNA flanking specific restriction enzyme sites
to produce a reduced representation of the genome, which ligated an adapter
containing multiplex identifiers (MIDs) in the reduced-representation libraries
(RRLs) (Guo ZH, 2013; Rotino GL, 2011; Johnson EA, 2007; Schultz Q, 2013; Li
S, 2012). In these ways, several high-density genetic maps have been
constructed in eggplant (Rotino GL, 2012), ryegrass (Slabaugh MB , 2011),

barley (Hayes PM, 2011), grape (Li S, 2012) and even sesame (Zhang X, 2013).

Here we report on the construction of a genetic map in sugarcane using the
restriction-site associated DNA sequencing (RAD-seq), which, from our

knowledge, is the first application of RADseq in sugarcane.
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Materials and Methods

Plant material and nucleic acid extraction

Young leaf tissue was collected from a progeny of 88 individuals selected
randomly from a sugarcane F1 biparental derived from the cross between two
varieties from Texas A&M AgriLife Research Breeding Program, ‘H94-5753’
(female, S. officinarum) X ‘US56-14-4’ (male, S. spontaneum) and the two
parents. DNA was extracted using the Qiagen 96-plex DNeasy kit as per the
Qiagen fresh leaf tissue 96-plex protocol

(http://www.giagen.com/HB/DNeasy96Plant).

RAD-Seq library preparation and sequencing

The procedure was performed as described by Peterson et al. (2012) with some
modifications. First, genomic DNA was double digested separately with restriction
enzymes. The double digest reactions were carried out in a volume of 25 pl
containing approximately 150 ng of genomic DNA, 5 U of Pst/ and MLuClI
(Fermentas), and 1x buffer. The reaction mixture was incubated at 37°C for 6
hours and 65°C for 90 min. Second, the fragments were ligated with adaptors.
The ligation reaction was conducted in a reaction volume of 50 ul at 16°C
overnight, containing 10 pmol of Pst/ and MLuCl adaptors, and 1,000 U of T4
DNA Ligase (New England Biolabs [NEB]). To ensure that the digestion was
complete, the digestions were performed again with the same enzymes. Each
sample was then amplified via PCR in a 50 pl reaction volume, containing 50—
100 ng of adaptor ligated DNA fragments as a template, 1x HF buffer, 3.5 mM

MgClI2, 0.4 mM dNTPs, 0.5 U of iProof polymerase (Bio-Rad), and 4 pmol of two
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overhang primers. PCR amplification was performed according to the following
program: 98°C for 2 min, followed by 13 cycles at 98°C for 30 s, 60°C for 30 s,
and 72°C for 15 s, and a final extension at 72°C for 5 min. The PCR products
were run on a 2% agarose gel, and fragments of 300-500 bp were recovered
from the gel. The samples from 12 individuals were pooled together, and DNA
was isolated using a Gel Extraction Kit (Qiagen). The libraries were quantified
using Qubit fluorometer (Invitrogen), Agilent 2100 (Agilent Technologies) and
real-time quantitative PCR, and then submitted for sequencing on the lllumina

HiSeqg2000 platform.

SNP discovery and genotyping

We used TASSEL-GBS v.5.2.11, discovery pipeline, to carry out the SNP
discovery and indels. As this pipeline requires a reference genome and the
sugarcane genome is still being sequenced (Souza et al., 2011), the following
pseudo-references were used: methyl-filtrate genome of sugarcane (~674 Mb
arranged in 1.109.444 scaffolds) (Grativol et al., 2014), sorghum genome (v. 2.1;
~ 726 Mb arranged in 10 chromosomes and 1.600 scaffolds remaining) (Paterson
et al., 2009), transcriptome by RNA-Seq of sugarcane (~780 Mb arranged in
119.768 scaffolds) (Cardoso-Silva et al., 2014), and sequences of the SUCEST
project (~152 Mb arranged in 237.954 sequences) (Vettore et al., 2003). First, all
the reads were filtered using the default lllumina cluster QC pre filtering and
separated reads with short inserts produce chimeric sequence including adapter
sequence. The reads that pass this first filter were merged to generate a unique
file suitable for the Tassel pipeline. A list of RadSeq tags was created using only

the reads that were presented at least 5 times across all the individuals and begin
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with a know barcode sequence follow for the expected cut restriction site. Using
the Bowtie 2 algorithm (v. 2.2.1) (Langmead; Salzberg, 2013) the tags were
aligned against each reference with default parameters. After the alignment, we
modified the Java type variable from the “FastToTBTPlugin” of Tassel-GBS from
byte (-y argument) to short in order to enable the storage of a greater amount of
reads per tag per individuals. This alteration improves the quantitatively score of
heterozygotes and homozygotes genotypes. Adjustments to work with short
variables were also required for the subsequent pipeline plugins (Margarido, G.
R. A., unpublished). Exact counts of allele-specific readings (depths) were stored

in the variant call format type file (vcf).

SNPs filtering and classifying by segregation pattern

Since sugarcane is highly polyploidy, only single-dose markers (Wu et al. 1992)
were used for map analysis. According to Wu, et. al., 2002, SNPs in this F1
population can be classified into three groups, when both parents are
heterozygous (B3.7: ab x ab); when one parent is heterozygous and the other is
homozygous (D1.10: ab x aa) and the opposite (D2.15; aa X ab). The SNPs were
stringent filtered retaining only biallelic SNPs, without distortion of the expected
mendelian segregation ratio and with less than 20% missing data. Marker
segregation distortion was determined by calculating Chi-square test (x?) with a
Bonferroni correction for multiple test. The threshold consider to discard SNPs
with strong deviation form expected segregation was a global significance level
of 0.05, implemented in p.adjusted function (R Development Core Team, 2012).
Duplicate SNPs between references were identified and renamed, considering

that they have the same information to construct the map.
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Construction of genetic map

Markers used for map construction were filtered using the following criteria: i) for
each marker, individuals that lacked genotyping data were less than 20% of the
total; and ii) all markers were tested by Chi-square test (x2) with a Bonferroni
correction for multiple tests (a=0.05). Loci with more than 20% of missing data or
distorted were excluded from the linkage analysis. Linkage analysis with the
markers in single-dose, non-duplicated, and filtered to lost data and distorted
segregation was performed by the R package OneMap (2.0-4 v.) (Margarido;
Souza; Garcia, 2007). This package, based on the methods of Wu et al. (20023,
2002b), allows simultaneous multipoint estimation of the recombination fraction
and the linkage phases between markers. The co-segregation groups or linkage
groups (LGs) were obtained considering LOD score> 9.0 and recombination
fraction <0.1 calculated from two-point test. For LGs up to five markers, an
exhaustive search command was performed for order markers (‘compare’
function), choosing the order with the highest multipoint likelihood. For the larger
groups, an informational subset of five markers was ordered as an initial
framework upon which new markers were sequentially positioned (‘order.seq’
function), as recommended by Mollinari et al. (2009). Heatmaps of LOD scores
with recombination fractions between each pair of markers were inspected
visually and manual correction was made when necessary along the map's
construction. The miss-alignments or originally unlinked markers were again
tested on the ordered LGs by 'try.seq’ function. The order of groups with more

than five markers was fine considering the output rof ipple function, which applies

the same name algorithm (Lander, Green, 1987) within a sliding window of five
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markers. Finally, the multipoint estimates of recombination fractions were
converted to map distances using the Kosambi function. A graphic representation

of the map was generated using Mapchart 2.2 software (Voorrips, 2002).

Results

Marker development

There were 19,013,358 million readings taken to align against four different
pseudo-reference genomes. Methyl-filirate sugarcane genome (Grativol et al.,
2014) resulted in greater alignment rate, with 82.46% (312,9) lined tags. In
relation to references based on RNA, 31.53% (119,646) and 17.30% (65,627) the
tags were aligned against RNA-Seq transcriptome (Cardoso- Silva et al., 2014)
and sequences of SUCEST project (Vettore et al., 2003), respectively. However,
their non-single alignment rates differed greatly (Table 1), in agreement with the
findings of Vicentini et al. (2012) over the existing redundancy SUCEST
database. Finally, the sorghum reference genome had a total of 35.01%

(132,845) aligned tags (Table 1).
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Table 1: Alignment by Bowtie2 of 19,013,358 tags of RadSeq in a population of sugarcane
mapping. The total aligned tags are the sum of the unigue and non-unigue alignments.

Tags aligned
Pseudo- Tags non- Total Single Non-single
reference aligned alignment  alignment
genome
Methyl-filtrate 66,553 82.46% 178,052 134,848
genome (17.54%) (46.92%) (35.54%)
Sorghum 246,608 35.01% 95,076 37,769
genome (64.99%) (25.06%) (9.95%)
RNA-Seq 259,807 31.53% 100,250 19,396
transcriptome (68.47%) (26.42%) (5.11%)
Sequences of 313,826 17.30% 23,754 41,873
SUCEST project (82.70%) (6.26%) (11.04%)
SNP calling

Aligning the reads to all the four pseudo-reference genomes performed SNP
calling. We chose uniquely mapped reads for SNP discovery and after applying
the filtering procedure, a total of 62,960 SNPs was found in Sorghum genome,
173,274 SNPs for Methyl-filirate genome, 74,253 SNPs for transcriptome and
27,594 SNPs for Sucest (Table 2). After the SNP calling procedure, two of the 88
individual progeny were found to have a high quantity of missing data and were

subsequently dropped for further analysis.
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Table 2: Number of SNP markers generated after analyzing the RadSeq data from a sugarcane
population by Tassel-GBS pipeline.

Reference Chromosome SNPs
Sorghum genome 1 9.718
2 7.786
3 8.095
4 7.180
5 4.496
6 5.939
7 4.690
8 3.835
9 5.322
10 5.202
Total 62.960
Methyl-filtrate genome 1 173.274
RNA-Seq transcriptome 1 74.253
Sequences of SUCEST 1 27.594
project

The redundancy of the selected single dose markers was inspected after filtering
ploidy and quality and the genotypes already encoded as a, ab and b. For
example, comparably, all references show very similar levels of redundancy
within and between them (Figure 1). Only 70 markers were equally assigned to
all four references. Among Sorghum, Methyl filtered and RNA-seq, 252 markers
were given as ambiguous. Among SUCEST, Methyl filtered and RNA-seq, 58

ambiguous markers (Figure 1).
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Figure 1 - Circular graph showing redundancy between single-dose markers obtained from four
genome references used to map Rad tag in a sugarcane mapping population. Red regions
represent a redundancy within each reference, while regions in green, orange and blue
respectively represent a redundancy of four, three and two references.

Segregation analysis

SNP markers developed from RADseq cannot all be used in map construction.
High missing values affected the map orders and reduced the map accuracy
(Hackett, C.A., Broadfoot, L.B., 2003). In the cross type B3.7 (abXab), we found
262 markers using sorghum as a reference genome, 806 markers in methyl-
filtrate genome, 277 in the transcriptome genome and 99 in the SUCEST
genome. In the cross type D1.12 (boXaa), we found 625 markers using sorghum

as a reference genome, 1741 markers in methyl-filtrate genome, 735 in the
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transcriptome genome and 226 in the SUCEST genome. D2.15 (aaXab), we
found 674 markers in the sorghum genome, 1953 in the methyl-filirate genome,

703 in the transcriptome genome and 195 in the SUCEST genome (Table 4).

Table 3: Total markers in each reference genome to be used for genetic mapping.

Sorghum Methyl-filtrate Transcriptome SUCEST
Marker type

genome genome genome genome
B3.7 262 806 277 99
D1.12 625 1741 735 226
D215 674 1953 703 195
Total 1561 4500 1715 520

Sugarcane genetic map

Of the 8,296 developed SNP markers, 720 (11.63%) were included in the map,
which were combined into 191 linkage groups (Figure 2). The total map length
was 2,487.12 cM, with a marker density of 3.45 cM. We obtained 124 linkage
groups (64.21%) with 3 markers, 37 linkage groups with 4 markers (19:47%) 17
linkage groups with 5 markers (8.94%) 3 linkage groups with 6 markers (10.2%)
5 linkage groups with 7 markers (2.63%) and 5 linkage groups with more than 7
markers (2.63%). GLs sizes ranged from 1.2 cM (GL 14; 41, 48; 63; 104 and 126)
to 133.3 cM (GL 1), with an average of 12.72 cM; 9 GLs had sizes smaller than
2 cM, 112 GLs exhibited greater than or equal 2 cM sizes and smaller than 10
cM, and the remaining 79 GLs have sizes greater than or equal to 10 cM.
Distances greater than 15 cM between pairs of consecutive markers were

observed in slightly more than 10 % of cases representing very few gaps.
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Figure 2 shows the distribution of GLs grouped into 23 groups of hom (e) ology
(GHs), obtained from common sources of genomic loci mapped in different LGs.
The number of GLs allocated in GHs ranged from two to four, the highest GH
containing 18 markers (GH 12), and the lowest with five markers (GH 9; 11). GLs
also were gathered in synteny groups (GSs) with sorghum, based on the
distribution of locos coming from RadSeq with reference to the genome of this
species. Here, the GSs numbering refers to sorghum chromosome loci which
they originated. The number of GLs in each GS varied between seven (GS 5) to
20 (GS 1). In fact, the greatest number of loci (53) reed alignment originating from
the genome of sorghum was obtained for chromosome 1, while the lowest

number of loci (18) was available for chromosome 5.
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Figure 2: Genetic map of sugarcane displaying the distribution of linkage groups (LGs) along the
hom(e)ology (GHs) and synteny with sorghum (GSs). Genetic distances between adjacent
markers are shown on the left of each co-segregation group (CG). In red we have the
representation of the type B3.7 markers, in green the type D1.12 and D2.15 in blue.

Discussion

This was the first time that large numbers of SNP markers were developed using
RADseq in sugarcane. In this work, a total of 6,188 valid SNP markers was
generated through Pstl and MLuCl restriction enzymes, which is a satisfactory
number by comparison with EST-based SNPs that have low coverage of the
genome, but useful for bridging functional and structural genomics (Cordeiro GM,

et al., 2006). SNP arrays and chips needed genomic information in advance and
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were always custom designed or commercialized, which means it was costly for
screening a big population (Lawley C, et al, 2012; Korban SS. Et al, 2012; Guardo
MD, et al., 2014). For a species with high heterozygosity, more than one
restriction enzyme may be required to reveal more molecular diversity (Zerbini,
F.M. et al, 2014). Altogether, it is suggested that RADseq was a rapid, highly
efficient and less cost methods for molecular breeding using larger population

and larger amount of markers.

In total, 720 markers (11.63%) were mapped, which shows that we lost a large
amount of markers, probably due to the crop ploidy. The markers were distributed
over 191 linkage groups (GLs) and covered a total of 2,487.12 cM (Figure 1),
determining a high average density of 3.45 cM compared to other studies
(Pastina et al. 2010). GLs sizes ranging from 1.17 cM to 133.3 cM, with an
average of 12.98 cM. The number of gaps greater than 20 cM between pairs of
consecutive markers was observed in 9 cases, representing very few gaps.
Although the use of the marks has been relatively low, these nhumbers show that
for sugarcane, this map can be considered dense and saturated. The 11.63%
utilization rate refers mainly to the careful disposal of redundant markers and
exclusion of loci distantly allocated at the first ordination. Aitken et al. (2014)
developed a sugarcane map based on Diversity Array Technology (DArT)
markers, with an approximate density (4.3 cM), but with a higher number of
markers (2,267); In this case, no treatment was conducted to avoid redundant

mapping markers, well known for genotyping platforms on a large scale.

Methyl-filtrate sugarcane genome (Grativol et al., 2014) resulted in a higher rate

alignment with 82.46% (312.9) aligned tags, in relation to transcriptome obtained
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via RNA-Seq (Cardoso- Silva et al., 2014) that was 31.53% (119 646) and
17.30% (65 627) the tags were aligned against sequences of SUCEST project
(Vettore et al., 2003), respectively. However, their non-single alignment rates
differed greatly (Table 1), in agreement with the findings of Vicentini et al. (2012)
over the existing redundancy SUCEST database. Finally, the sorghum reference
genome had a total of 35.01% (132,845) aligned tags (Table 1). These finds
suggests that our tags are in regulatory regions of the genome, which explains
the high rate alignment in the methyl-filtrate pseudo-reference genome, that is a

quality group of sequences that well represents the sugarcane gene content.

Conclusion

This study provides insights into map construction in sugarcane. RADseq, first
time performed on sugarcane, was a rapid and efficient strategy for SNP maker
development and genotyping in mapping populations. A main contribution was
that we constructed a new standard genetic map of sugarcane with 6,188 SNP
markers and 88 individuals derived from a cross between ‘H94-5753’ (female) X
‘US56-14-4' (male, S. spontaneum). This may improves the accuracy of genetic
maps greatly. The availability of such maps may facilitate a variety of genomic
studies in sugarcane, including QTL analysis, candidate genes searching and

chromosomal variation.
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