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CARACTERIZACAO MOLECULAR, CITOGENETICA E FENOTIPICA DE
ACESSOS DO “COMPLEXO Saccharum” PARA FINS DE INTROGRESSAO
GENETICA

RESUMO - A demanda crescente pelo etanol combustivel como fonte de

energia renovavel traz uma série de novos desafios aos programas de

melhoramento, uma vez que, atrelado ao aumento da produtividade sera

necessario o desenvolvimento de novos cultivares de cana-de-agUcar com

maior producdo de biomassa para sua utilizacdo na producdo de energia

elétrica e etanol celulésico ou de segunda geracdo. A incorporacdo de

germoplasma selvagem, como fontes de genes relacionados a fibra,

perfilhamento, entre outros, constitui uma das estratégias para promover

aumentos significativos de biomassa. Diante deste fato, é de suma importancia

a caracterizacao do germoplasma basico, constituido pelos acessos selvagens

de cana-de-acucar (Complexo Saccharum) para a sua utlizacdo como

genitores em cruzamentos. O trabalho em questdo teve como objetivo a

caracterizacdo agrondmica, citogenética e molecular de acessos do Complexo

Saccharum. Para tanto, foram avaliados os atributos de producdo e de

gualidade de acessos selvagens de cana, bem como, a magnitude da

diversidade genética obtida por marcadores do tipo microssatélites destes

acessos e de cultivares comerciais de interesse a serem utilizados no processo

de introgressdo genética. Paralelamente, foram caracterizados por meio da

técnica de citogenética, acessos de cultivares comerciais, citdtipos de

S.spontaneum e hibridos de individuos selecionados de familias oriundas de

cruzamentos entre cultivares comerciais e acessos selvagens. Os resultados

agui obtidos dardo suporte ao Programa de Introgressdo Genética do Programa

de Melhoramento de Cana-de-Acucar do Instituto Agronémico de Campinas

(IAC), para desenvolvimento de cultivares com niveis maiores de biomassa.

Palavras-chave: cana-de-acucar, componentes de producdo, cromossomos,

hibridos, marcador molecular, atributos tecnolégicos



MOLECULAR, CYTOGENETIC AND PHENOTYPIC CHARACTERIZATION OF
ACCESSIONS FROM THE “Saccharum COMPLEX” FOR GENETIC
INTROGRESSION

ABSTRACT- The growing demand for ethanol fuel as a renewable source of

energy brings several new challenges to the breeding programs, since aside to

the productivity increase there is a need to develop new sugarcane cultivars

with high biomass production to be used in electricity production and cellulosic

ethanol from second generation. The introduction of wild germplasm as a source

of new genes for fiber, tillering among others constitutes one of the strategies

to promote significant increases in biomass. Therefore, it is of imperative

importance to characterize the basic germplasm composed by sugarcane wild

accessions focusing on their use as parents in crosses. This project had as

objective the characterization at the agronomic, cytogenetic and molecular level

of accessions from the Saccharum Complex. The biometric and quality

atrtributes of the wild accessions were evaluate at field experiments. The

magnitude of the genetic variability of the wild accessions and commercial

cultivars used as parents in the IAC genetic introgression program were obtain

through microsatellite molecular markers. In addition, commercial varieties,

cytotypes of S.spontaneum and hybrids selected from families derived from

crosses between cultivars and wild accessions were characterizing by

cytogenetic techniques. The obtained results will give support to the Genetic

Introgression Program from the IAC Sugarcane Breeding Program in the

development of high biomass cultivars.

Keywords: chromosome, hybrid, molecular marker, sugarcane, production

components, technological attributes.



CARACTERIZACAO MOLECULAR, CITOGENETICA E FENOTIPICA DE
ACESSOS DO COMPLEXO Saccharum PARA FINS DE INTROGRESSAO
GENETICA

Capitulo 1- Consideracdes gerais

Introducao

A cana-de-acucar pertence ao género Saccharum. Esse género, que agrupa
diferentes espécies, juntamente com outros correlacionados formam um agrupamento
maior denominado Complexo Saccharum. Esse complexo reune 0s géneros
Erianthus, Sclerostachya, Miscanthus e Narenga que séao filogeneticamente préximos
a Saccharum e capazes de se intercruzarem entre si (DANIELS et al., 1975,
MUKERJEE, 1957). Devido a grande diversidade existente entre os diferentes
acessos desse agrupamento, atualmente os programas de melhoramento genético
tém buscado, no complexo, genes relacionados a resisténcia a estresses bioticos e
abioticos bem como fontes de fibra, biomassa e sacarose.

Estudos moleculares, fenotipicos e citogenéticos sdo importantes fontes de
informagdo para os melhoristas de cana, uma vez que permitem acessar e
compreender a variabilidade existente no Complexo Saccharum. De acordo com
Lanza, Guimaraes e Schuster (2000) os marcadores moleculares auxiliam de forma
significativa o melhoramento genético de diversas espécies. Isso porque sao capazes
de fornecer um namero muito grande de polimorfismos em nivel do DNA, permitindo
a identificacdo correta de individuos e a selecdo de acessos que possam gerar
combinacdo de alelos favoraveis. Para Brammer (2000) os usos de marcadores
moleculares facilitam os trabalhos dos melhoristas uma vez que permitem a selecao
e arealizagdo de novos cruzamentos, inclusive em uma mesma geragdo, aumentando
a eficiéncia e a rapidez na obtengcdo de diversas cultivares pelos programas de
melhoramento genético. Marcadores moleculares também sdo de grande valia em
estudos relacionados a: selecéo de hibridos, identificacao de individuos (MELLONI et.
al., 2014; PAN et al., 2006), desenvolvimento de mapas genéticos (OLIVEIRA et al.,
2007), célculo da taxa de autofecundacéo (MELLONI et. al., 2014), entre outros.



Caracterizacdes fenotipicas baseadas em parametros de qualidade e
componentes de producgéo permitem a classificacdo de acessos estudados de acordo
com as caracteristicas de interesse dos melhoristas, bem como favorecem o
entendimento do comportamento dos genoétipos de interesse em campo. Por meio
desses estudos € possivel observar quais fenotipos se destacam de acordo com uma
ou mais caracteristicas, gerando informacdes que aliadas a estudos de heterose,
combinacdes génicas e complementariedade entre genitores levariam a sugestao de
acessos para cruzamentos objetivando novos materiais comerciais. As informacdes
relacionadas a caracterizacdo fenotipica feita a campo também favorecem a
manutenc¢ao dos bancos de germoplasma de cana-de-agucar. Isso porque, € possivel,
por meio dessa andlise diferenciar acessos suscetiveis a doencas, a estresse bibticos
e abidticos, etc, permitindo a realizacédo de procedimentos ideais, como por exemplo
aplicacao de adubos, pesticidas, maior irrigacéo, para a manutencao ex situ desses
acessos.

Aliado a estudos de caracterizacao fenotipica e molecular, a citogenética pode
agregar informacdes importantes relacionadas ao entendimento do complemento
cromossbmico dos acessos do Complexo Saccharum. Estudos citogenéticos
permitem uma visdo Unica do genoma da espécie em blocos individualizados
(cromossomos) facilitando a compreensdo do comportamento desses durante a
meiose e a mitose (GUERRA; SOUZA, 2002). Além disso, possibilitam a identificacéo
de bandas cromossémicas na obtencdo de mapas fisicos, estudo de frequéncias de
recombinacdo entre genomas homologos e homeodlogos, a quantificacdo fisica de
transgenes, a participacdo de diferentes genomas na formacéo de hibridos, etc (,
BRAMER et al., 2007; FERRARI, 2010).

A caracterizacdo de acessos do Complexo Saccahrum por meio de estudos
fenotipicos, moleculares e citogenéticos possibilita melhor compreender as relacdes
existentes entre os diversos acessos de cana-de-acUcar, gerando informacdes
importantes para o melhoramento genético da espécie e para a manutengdo de
bancos de germoplasma.

Neste contexto, o projeto tem como objetivo geral a caracterizacdo agronémica,
citogenética e molecular de acessos do Complexo Saccharum para a sua futura

utilizacdo em programas de introgressdo genética visando o desenvolvimento de



cultivares de cana-de-agucar com niveis mais elevados de biomassa. Os objetivos
especificos sao:

- Caracterizar com marcadores do tipo microssatélites acessos selvagens dos
géneros Saccharum e Erianthus, de interesse potencial para serem utilizados no
programa de introgresséo;
- Investigar a presenca de citotipos nos acessos de S. spontaneum disponiveis na
Colecao de Germoplasma do Centro de Cana (IAC/APTA) assim como identificar os
nameros cromossomicos dos cultivares/clones envolvidos em cruzamentos entre
cultivares comerciais e acessos selvagens;

-Avaliar os atributos de producéo e de qualidade tecnoldgicas dos acessos selvagens.
-Com o uso de marcadores moleculares do tipo microssatélites e por meio da
citogenética molecular, confirmar a natureza “hibrida” dos individuos selecionados de
familias oriundas de cruzamentos entre cultivares comerciais e 0s acessos selvagens

pelo uso de marcadores moleculares

Revisao de Literatura

A cana-de-acucar e o Complexo Saccharum

Conhecida pelo seu potencial energético, a cana-de-agucar tem hoje produgéo
mais significativa que muitos alimentos como o arroz, milho e trigo, superando também
a producéo de agucar de beterraba no mundo (HENRY; KOLE, 2010). Caracterizada
como uma planta perene, herbacea e aldégama, tipica de climas tropicais e
subtropicais essa planta C4 tem alta eficiéncia fotossintética em altas temperaturas
acumulando em seus colmos principalmente fibra (13%), sacarose (12%) e agua
(70%) (TEW; COBILL, 2008).

A cana-de-agUcar € nativa do sudeste da Asia sendo a india, Polinésia e Nova
Guiné os provaveis centros de origem. A expansao da cultura ocorreu por introducéo
de acessos cultivados, inicialmente no Golfo de Bengala, sendo distribuida para o
Mundo pelos povos da Pérsia, China e Arabes (FIGUEIREDO, 2008).

Classificada como membro da familia Poaceae, tribo Andropogoneae e género

Saccharum (DANIELS; ROACH, 1987) os acessos antigos de cana-de-acgUcar ja



foram inUmeras vezes classificados e reclassificados (DANIELS; ROACH, 1987;
IRVINE, 1999; NAIDU; SREENIVASAN, 1987). Atualmente o género é constituido por
6 espécies, sendo que 0s acessos S. spontaneum e S. robustum que sao encontrados
crescendo de forma selvagem na Asia e Indonésia, os acessos de S. officinarum,
planta conhecida pela sua importante participacao na produgédo comercial dos séculos
passados, S. barberi e S. sinense, acessos antigos da Asia e S. edule, que tem uma
inflorescéncia abortiva utilizada na alimentacao (IRVINE, 1999).

A espécie selvagem S. spontaneum € capaz de habitar regibes com
caracteristicas contrastantes, suportando ampla variacdo de temperatura, umidade e
tipo de solo (OLIVEIRA,2006). Essa espécie, que contém colmos finos, ricos em fibras
e com baixo teor de sacarose, é considerada resistente a muitas pragas e doencas,
tendo elevada capacidade de rebrota de soqueira e surpreendente vigor
(AUSTRALIAN GOVERNMENT, 2008, FERRARI, 2010). Ainda, com grande producao
de perfilhos, essa espécie possui colmos eretos podendo ter porte baixo ou atingir
cerca de 2,5 metros de altura. O numero cromossémico da espécie varia de 2n=40-
128 cromossomos com numero basico n=8 (D’HONT et al., 2008; HA et al., 1999).

A espécie S. robustum possui dois numeros cromossdmicos, 2n=80 e 2n=60
cromossomos, e tem numero béasico de n=10 cromossomos (PIPERIDIS et al.,2010).
Essa espécie tem porte alto, didmetro espesso, folhas largas e vigorosas (JORDAO
JUNIOR, 2009). Seus colmos fibrosos séo pobres em sacarose. Acredita-se que tenha
pouca contribuicdo nos hibridos atuais exceto nos havaianos (SCARPARI;
BEUACLAIR, 2008).

S. sinense (2n=116-120) e S. barberi (2n=81-124) sdo espécies semelhantes
morfologicamente, com colmos finos, baixa concentragdo de sacarose, alta
quantidade de fibra e tolerante aos estresses bidtico e abibtico (PIPERIDIS et
al.,2010). De acordo com D’Hont (2005) essas espécies séo frutos de hibridagdes
entre S. spontaneum e S. officinarum sendo improvavel a participacdo de uma terceira
espécie no genoma desses materiais. Segundo a autora, a maior parte do genoma
dessas espécies tem cromossomos oriundos de S. officinarum.

A espécie S. edule tem pouca utilidade nos programas de melhoramento, uma
vez que suas inflorescéncias sdo abortivas o que impede a formacao de hibridos

(IRVINE, 1999). Acessos de S. edule sao utilizados na alimentacdo humana na Nova



Guiné que € considerada um dos centros de origem dessa espécie (SCARPARI;
BEUACLAIR, 2008). Sdo encontrados para esse material exemplares com numero
cromossoémico de 2n = 60, 70 ou 80 cromossomos (ROACH, 1972).

Saccharum officinarum é considerada a espécie com maior Brix entre todas as
pertencentes ao género (IRVINE, 1999). Conhecida como cana nobre, estes materiais
tém alto teor de sacarose e pequena quantidade de fibra (AUSTRALIAN
GOVERNMENT,2008). Segundo Price (1963), apresenta numero cromossémico
unico de 2n=80 cromossomos. Seu numero basico é n=10 cromossomos de acordo
com D’Hont (2005). Por ser altamente susceptivel a diversas doencas, como por
exemplo o mosaico, as nacfes produtoras de S. officinarum iniciaram neste acesso
uma série de hibridacbes com outras espécies do mesmo género (SCARPARI;
BEUACLAIR, 2008).

As cultivares atuais sdo hibridos complexos, surgidos a partir das primeiras
hibridacdes entre S. officinarum e S. spontaneum (D'HONT et al.,1998, IRVINE,
1999). Estes hibridos apresentam numero cromossdmico variando de 2n=100-130
cromossomos (D'HONT et al., 1996; PIPERIDIS et al., 2000). Com o objetivo de
aumentar o contetdo de acucar e resisténcia a estresses bioticos e abiodticos, acessos
de S. officinarum foram cruzados com acessos de S. spontaneum, os hibridos
oriundos desse processo foram entdo por varias vezes retrocruzados com S.
officinarum. Durante essas hibridacdes a ndo ocorréncia de reducdes cromossdmicas
no processo de meiose, ao longo de geracdes nao sequenciais, fez com que os
acessos originados desses retorcruzamentos passassem a possuir maior contetudo
genético de S. officinarum em comparacdo com S. spontaneum. Esses processos de
retrocruzamentos de hibridos com S. officinarum (conhecida como “cana nobre”)
recebeu o nome de nobilizacdo (DINARDO-MIRANDA et al.,2008).

O género Saccharum unido a outros géneros proximamente relacionados
formam um agrupamento maior chamado Complexo Saccharum (DANIELS et al.,
1975). Apesar deste termo taxondmico ser considerado informal, ele ainda é usado
atualmente para designar essa reunido de espécies. O termo Complexo Saccharum
foi definido por Mukherjee em 1957, a partir da analise de dados fitogeograficos,
morfologicos, citologicos e de hibridacdo, os quais indicaram que 0s géneros

Saccharum, Erianthus (secdo Ripidium), Sclerostachya e Narenga poderiam ser



agrupados em um complexo de espécies. Em 1975, Daniels e seus colaboradores
revisaram os trabalhos de Mukherjee e incluiram o género Miscanthus, secdo Diandra
a este grupo. Esse complexo apresenta diversidade de espécies e é uma importante
fonte de variabilidade genética.

Entre os membros pertencentes a esse complexo, o género Erianthus, secao
Ripidium é considerado uma das mais relevantes fontes de fibra. Acessos de
Erianthus sdo conhecidos por serem detentores de biomassa, apresentando
resisténcia a pragas e doencas, sendo, por isso, utilizados no melhoramento genético
de cana (NAIR; PRANEETHA, 2006; PIPERIDIS et al., 2000). Com espécies cujo 0S
exemplares variam de 5 a 7 m, esses acessos possuem colmos finos com cerca de
15 cm de diametro se diferenciando do género Saccharum, principalmente pela a
auséncia de bainha, ligula e auricula no colar (JORDAO JUNIOR, 2009). Espécies
como E. fulvus e E. arundinaceus tem sido utilizadas em cruzamentos com genétipos
do género Saccharum com o objetivo de aumentar o teor de biomassa dos hibridos
(D’HONT et al., 1995; ZHANG et al.,2009).

A secdo Diandra do género Miscanthus, traz caracteristicas agronémicas
promissoras ao melhoramento da cana, entre elas a alto teor ligno-celulésica que pode
ser usado para varios fins, como a producéo de energia e fibras (JONES; WALSH,
2001). De acordo com Lewandowski et al. (2000), o género Miscanthus tem suas
origens em regides tropicais e subtropicais, sendo encontradas algumas de suas
espécies também na Asia Oriental. Dessa forma, esse género apresenta alta
capacidade de adaptacao a variacdes ambientais, difundindo-se por diversas partes
do globo. Esta planta tem baixa exigéncia em relacdo a nutrientes, energia e agua
apresentando-se, portanto, como uma espécie alternativa para o sequestro de
carbono (JONES; WALSH, 2001). De acordo com Jorddo Junior (2009), o género
Miscanthus que é composto por catorze espécies e foi difundido por toda Europa,
sendo algumas espécies utilizadas como plantas ornamentais.

As espeécies do género Sclerostachya tém abundante perfilhamento e
resisténcia a solos encharcados (SREENIVASAN; SREENIVASAN, 1984). De acordo
com Janaki Ammal (1940), espécies como Sclerostachya fusca tem habito semelhante
a Saccharum spontaneum distinguindo-se dessa Ultima por apresentar perfilhos



menos frageis e por possuir pedinculos com espiguetas do sexo feminino, em vez de
hermafrodita.

O género Narenga tem centro de origem no Nepal e na india, apresenta alta
capacidade de perfilhamento, resisténcia a diversas doencas, porte ereto e se adpta
a diferentes tipos de solo (JAGATHESAN; SREENIVASAN, 1967).

Marcadores moleculares do tipo microssatélites

Estudos moleculares sado importantes ferramentas para o melhoramento da
cana-de-aclucar. De acordo com Ferreira e Grattapaglia (1998) marcadores
moleculares podem ser definidos como todo e qualquer fenétipo molecular oriundo de
um gene expresso, ou de segmento especifico do DNA. Esses marcadores sao
utilizados atualmente nos programas de melhoramento genético de plantas, auxiliando
na compreensdo da diversidade genética dentro dos bancos de germoplasma, na
identificacdo de acessos duplicados, permitindo ainda a caracterizacéo de cultivares,
hibridos ou linhagens e a criagéo de padrao unico (“fingerprinting”) para cada cultivar,
facilitando o registro e a protecdo de novas cultivares (BROWN et al., 2007;
CORDEIRO et al., 2003; CRESTE et al., 2010; DEVARUMATH et al.,2012; XAVIER
et al., 2014).

Marcadores moleculares do tipo microssatélite tém apresentado grande
destaque nos estudos de cana-de-agucar no Brasil e no mundo. Conhecidos também
pela sigla SSR (“Simple Sequence Repeat’), sdo constituidos por pequenas
sequéncias de DNA, variando de 1 até 6 nucleotideos repetidos em tandem, cerca de
oito vezes ou mais, sendo essas sequéncias frequentes e amplamente distribuidas ao
acaso no genoma estudado, constituindo, portanto, locus genéticos altamente
polimorficos (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). Os microssatélites tém ampla
distribuicdo nos genomas dos vegetais estimando-se uma frequéncia de um a cada
50 mil pares de bases, sendo o dinucleotideo AT o elemento mais repetido
(MORGANTE; OLIVIERI, 1993). Na cana-de-agucar, a caracterizagcdo por marcadores
microssatélites tem sido considerada altamente eficiente devido a sua
reprodutibilidade e alto polimorfismo (PINTO et al., 2006), bem como pelo seu papel

importante em estabelecer rela¢des genéticas entre os individuos. Para Creste et al.



(2010), a utilizagdo de marcadores do tipo SSR permitem a identificagcdo de varios
alelos exclusivos a uma cultivar ou clone contribuindo de forma efetiva para entender
a diversidade genética dos gendtipos estudados. Cordeiro et al. (2003) mencionaram
gue o uso deste tipo de marcador em cana fornece informacdes sobre distancias
genéticas, testes de paternidade, polen contaminante em uma prole, além de
colaborar na selecao assistida por marcadores, em casos em que 0 marcador é
associado a uma caracteristica de interesse.

Devido a sua importancia no melhoramento e na caracterizacdo de acessos de
cana-de-acucar como ja exemplificado acima, estudos com marcadores moleculares
tém se tornado cada vez mais necesséarios (ALMEIDA et al., 2012; MANIGBAS;
VILLEGAS, 2004; MCINTYRE et al., 2005; PAN et al.,2006

Citogenética

A citogenética, area das Ciéncias Bioldgicas que sobrepbe os conhecimentos
oriundos da Citologia e da Genética, tem como objetivo o estudo e a compreensao
dos cromossomos. Informacdes cromossémicas vém sendo utilizadas na identificacéo
de hibridos, em estudos taxondmicos, sisteméaticos e evolutivos e em programas de
melhoramento genético (HESLOP-HARRISON, 2000; LEWIS; ELVIN-LEWIS, 1995).

Mesmo diante do advento de novas ferramentas oriundas da Genética
Molecular, as andlises citogenéticas continuam sendo a Unica forma de se observar o
genoma total de um eucarioto na forma de blocos individualizados de material
geneético, permitindo a mensuracao, a diferenciacdo em subunidades e a manipulacéo
dos cromossomos (GUERRA, SOUZA; 2002).

A analise cromoss6mica sempre foi um dos campos estimulantes da Citologia
e da Genética, tendo relacdo entre estudos taxonémicos e evolutivos, bem como no
melhoramento genético e na caracterizagdo de germoplasma (BRAMER et al., 2007).

Como variacéo da citogenética classica, as técnicas de citogenética molecular
tem agregado aos estudos cromossomicos ainda mais efetividade e importancia. Uma
das mais valiosas técnicas ligadas a citogenética molecular € a realizacdo de
hibridizagao in situ, que tem permitido estudos precisos sobre participagdo genémica

de genitores nos cromossomos dos filhos bem como facilitado a criagcdo de mapas



fisicos em diferentes vegetais. Essa técnica é baseada no pareamento de
determinados segmentos especificos de DNA ou RNA ou DNA gendmico com uma
sequéncia complementar no cromossomo, sendo esse evento diretamente ou
indiretamente corado por meio de fluorescéncia (FERRARI, 2010; GUERRA, 2004,
SCHWARZACHER; HESLOP-HARRISON, 2000). Essa técnica utiliza marcadores
citogenéticos, 0s quais apresentam expressdo independente das variacfes
ambientais ou da ativacdo génica, tornando-a muito confiavel. Além disso, a deteccéo
desse tipo de sequencias de DNA tem originado grandes avancos nos programas de
pré-melhoramento e melhoramento genético de espécies colaborando ndo s6 com a
construcdo de mapas fisicos, mas também na investigacdo detalhada da estrutura
cromossbmica, no acompanhamento da quantidade de cromatina introgredida, em
cruzamentos entre espécies e na analise de pareamentos intergendmicos em plantas
hibridas (BRAMMER et al., 2007; PAGLIARINI; POZZOBON,2004). Esse
procedimento pode ser utilizado também para diferenciar os cromossomos de uma
espécie em um hibrido interespecifico ou para distinguir o genoma de um dipléide
ancestral em uma espécie de alopolipléide (GUERRA, 2004).

Dentre as variacdes existentes na pratica da hibridizac&o in situ as técnicas de
FISH (“Fluorescense in situ hybridization”) e GISH (“Genomic in situ hybridization”),
merecem destaque. O processo do FISH utiliza como sonda, sequéncias Unicas ou
repetitivas de material genético permitindo a criagdo de marcadores moleculares
cromossémicos que facilitam a comparagdo cariotipica, fornecendo subsidios a
analise e investigacdo da estrutura, funcdo e evolucdo dos cromossomos; além de
favorecer a observacdo da localizacéo exata de genes e sequéncias que promovem
a obtencdo de mapas fisicos vegetais (GUERRA, 2004, ZANELLA, 2009).

A hibridizagdo gendmica in situ ou GISH é uma variagdo da FISH. Nessa
técnica, o genoma total de um organismo € marcado com o intuito de se conhecer e
guantificar os cromossomos de determinada espécie em seu hibrido ou em seu
polipldide (RAINA; RANI, 2001).

Estudos de D'Hont et al. (1995) demonstraram a identificacdo da natureza
hibrida de cruzamentos por meio de citogenética em individuos originarios do
cruzamento de S. officinarum e Erianthus arundinaceus. D'Hont et al (1996)

estudaram por meio da técnica de hibridizacdo in situ a participacdo dos diferentes
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genomas de S. officinarum e S. spontaneum em cultivares atuais e hibridos de S.
officinarum e S. spontaneum. Trabalhos realizados por Cuadrado et al. (2005) também
calcularam a participacdo desses genomas em diferentes cultivares de cana.

Apesar da sua importancia econdmica mundial, a cana-de-acucar tem sido
relativamente pouco estudado pelos cientistas em termos citogenéticos (D’HONT et
al., 1996). Segundo Oliveira (2006) a maioria dos estudos realizadosem cana s&o
especulativos em termos de informacdes de estrutura e organizacdo do genoma,
principalmente pelo fato de os cultivares comerciais apresentarem alto nivel de
poliploidia e genoma aneuploide.

Por meio das técnicas citogenéticas classica e molecular, pesquisadores
CUADRADO et al., 2005; D’HONT et al., 1996; IRVINE, 1999) tém tentado entender
0 mecanismo genético-celular da cana-de-aglUcar esclarecendo as origens
cromossbmicas dos genomas hibridos, estabelecendo numeros bésicos e
identificando o processo evolutivo das cultivares atuais, ao mesmo tempo, em que
propdem estudos filogenéticos das espécies do Complexo Saccharum.

De acordo com Guerra (2012) a citogenética se diferencia das demais areas da
Genética por exigir um treinamento técnico longo, sendo os trabalhos relacionados a
essa area fortemente artesanal, de maneira que a qualidade dos mesmos é altamente
dependente, tanto dos protocolos quanto da habilidade individual do pesquisador.

No entanto, dada a importancia das informag¢des obtidas com o uso da
citogenética, trabalhos relacionados estudos cromossdmicos sdo cada vez mais

necessarios e importantes exigindo dos pesquisadores um cuidado especial.

Caracterizacdo fenotipica

Em cana-de-acglcar, os parametros de qualidade e componentes de producéo
sdo importantes instrumentos para conhecer o comportamento dos materiais em
campo.

Os programas de melhoramento genético de cana-de-agucar avaliam uma
guantidade muito grande de caracteristicas em cada etapa de selecdo, tanto

morfologicas, quanto fisiologicas e industriais (COSTA et al., 2013).
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Atributos como altura, didametro de colmo, peso da cana e numero de perfilho
permitem a diferenciacdo de acessos, bem como a selecdo de caracteres
considerados bons para o melhoramento. Entre as principais informacdes utilizadas
nos programas melhoramento da cana-de-acucar esta tonelagem de cana por hectare
(TCH). O peso, os numeros de colmo dos acessos, o diametro, a altura e a densidade
da touceira sdo utilizados para o célculo do TCH (LANDELL; BRESSIANI, 2008;
MANCINI, 2010).

De acordo com Vian (2014) o termo “POL” reflete o teor de sacarose aparente
contido na cana analisada, sendo que quanto mais elevados os teores de sacarose,
maior o interesse da agroindustria sucroalcooleira no cultivar em questédo

O Brix se refere a refracdo da luz no caldo obtido na cana sendo usado
comumente para o calculo de maneira indireta da quantidade de compostos solUveis
na amostra, sendo possivel encontrar entre esses sélidos a sacarose. De acordo com
Leme Filho (2005), esse caracter pode ser estimado por meio de refratdmetro ou
densidade.

O ATR (Acucar total recuperavel) reflete a quantidade total de agUcares da cana
presente na amostra. Para Leme Filho (2005), o calculo desse carater é feito por meio
de uma equacédo que envolve uma série de variaveis como Pol da cana, agucares
redutores entre outros, sendo o ATR a variavél utilizada para se estipular o valor pago
aos fornecedores pelos usineiros.

Uma importante caracteristica analisada na cana nos dias atuais é o PBU (Peso
do Babaco Umido). Por meio do PBU é possivel realizar o calculo da fibra da cana. O
aumento dessa caracteristica tem atraido a atencdo dos melhoristas uma vez que a
fibra produzida durante os processos de fabricacdo de acucar e alcool pode ser
também utilizada como fonte de energia elétrica e de etanol de segunda geragao.

Os dados produzidos separadamente pelos componentes de producao e pelos
parametros de qualidade podem ser considerados conjuntamente por meio da analise
multivariada de dados. Este tipo de método estatistico é capaz de analisar de forma
simultadnea diversas medidas em cada objeto analisado.

Sendo assim, informacgdes fenotipicas relacionadas ao Complexo Saccharum
podem agregar ainda mais conhecimentos relacionados a caracterizacao e utilizacéo

de acessos nos programas de melhoramento.
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CAPITULO 2 - Caracterizagio molecular dos acessos do Complexo Saccharum

RESUMO - Os bancos de germoplasma sdo importantes ferramentas para 0s
programas de melhoramento, pois representam fontes de variabilidade genética que
podem ser empregadas em novos cruzamentos. A diversidade e a dissimilaridade
genética entre acessos de cana-de-acUcar podem ser caracterizadas por estudos
moleculares, os quais contribuem para a identificacdo de acessos duplicados ou
erroneamente classificados e estudos agrondémicos auxiliando programas de
introgressdo génica de caracteristicas de interesse, como teor de fibra e biomassa.
No presente trabalho, objetivou-se a caracterizacdo por meio do calculo da
diversidade e a dissimilaridade genética, dos acessos do Complexo Saccharum e de
genitores e clones elites utilizadas em cruzamentos com o uso de marcadores
moleculares do tipo microssatélites. Com base nos marcadores moleculares foi
possivel identificar acessos duplicados e erroneamente identificados, bem como
estimar a dissimilaridade (D = 1-S, obtida pelo coeficiente de Jaccard) entre tais
genotipos. Acessos de S. barberi tiveram dissimilaridade média de 0,43, para acessos
de S. robustum esse valor foi de 0,60, para os de S. spontaneum,0,65, enquanto para
gendtipos de S. officinarum e hibridos antigos, 0,56 e finalmente entre as cultivares
atuais, 0,48. A diversidade genética foi maior dentro das popula¢cdes do que entre
elas. As informacOes obtidas poderdo ser utilizadas na gestdo do banco de
germoplasma, em programas de introgressdo genética, na sugestdo de futuros

cruzamentos e na manutencao dos bancos de germoplasma.

Palavras-chave: microssatélites, diversidade genética, acessos selvagens, cana-de-

acucar, dissimilaridade.
Introducéo
Bancos de germoplasma sdo de extrema importancia para a seguranca e

manutencdo da agricultura mundial. Nessas cole¢cfes que abrigam desde cultivares

tradicionais e modernos, até espécies selvagens, é possivel encontrar diversidade de
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materiais genéticos, que podem ser excelentes fontes de genes de interesse para
agricultores e melhoristas (RAO, 2004, VILLALOBOS; ENGELMANN, 1995).

Diversos trabalhos na area de genética e melhoramento de plantas tém sido
realizados visando conhecer melhor a diversidade existente entre os acessos dos
mais diferentes bancos de germoplasma (COTO et al., 2002; DEVARUMATH et al.,
2012; DOS SANTOS et al., 2012; NAYAK et al., 2014; RAM et al., 2001; SANTCHURN
et al., 2012). Tendo como objetivo a busca por fonte de genes relacionados ao
aumento de producéo, resisténcia a doencas e estresses abioticos e biodticos, 0s
estudos moleculares tém auxiliado na manutencao, construcao e utilizagao de bancos
de germoplasma (COTO et al., 2002; DEVARUMATH et al., 2012; NAYAK et al., 2014)

Podemos encontrar esses bancos distribuidos em diferentes partes do mundo,
merecendo destaques as colecbes mundiais localizadas em Miami, nos Estados
Unidos (NAYAK et al. 2014; TODD et al., 2014) e em Kerala na india (TODD et al.,
2014), sendo o Brasil o terceiro pais a receber, nos préximos anos, uma copia desses
materiais (ROQUE, 2014). Essas grandes colecdes de cana-de-aclUcar tém extrema
importancia na manutencédo dessa espécie, devido a base genética estreita e aos
poucos acessos envolvidos nos primeiros processos de hibridacdo interespecifica
realizados no passado (BERDING; ROACH 1987; D'HONT et al. 1995). A selecao
intensiva para o alto teor de acucar provocou também uma erosao genética muito
grande nessas espécies e nos géneros correlacionados (COTO et al., 2002; SELVI et
al. 2006).

Pertencente ao género Saccharum (composto por S. officinarum, S. barberi, S.
sinense, S. robustum, S.edule e S.spontaneum), a cana-de-acucar forma com outros
géneros estreitamente relacionados, a saber Erianthus, Narenga, Miscanthus e
Sclerostachya, um grande agrupamento intitulado Complexo Saccharum (DANIELS;
ROACH, 1987; MUKHERJEE 1957). A caracterizacdo molecular de acessos desse
Complexo permite diferenciar, calcular a diversidade de acessos e sugerir futuros
cruzamentos nos programas de melhoramento, fornecendo informagdes importantes
também para a manutencdo das cole¢des de germoplasma, uma vez que permitem
comparar individuos e verificar possiveis trocas ou identificacdo errada entre os

acessos.
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Diversos trabalhos relacionados ao uso de marcadores moleculares para a
caracterizacdo de acessos selvagens de cana-de-aclcar tem sido produzidos
(BROWN et al., 2007, CORDEIRO et al, 2003, COTO et al., 2002, DEVARUMATH et
al. 2012). Nayak et al. (2014) utilizaram marcadores moleculares para avaliar a
diversidade e a divergéncia genética de todos 0s acessos presentes na colecao de
germoplasma de Miami, bem como para sugerir a formagao de uma “Core Collection”
baseada em um nimero menor de individuos, capaz de capturar parte da diversidade
do banco. Creste et al. (2010) utilizaram marcadores moleculares para avaliar a
variabilidade genética entre os genoétipos utilizados como pais no programa de
melhoramento do IAC (Instituto Agrondmico de Campinas), gerenciando também, por
meio desses, 0 monitoramento da identidade genética de cole¢Bes de germoplasma.
Para Cordeiro et al. (2003) o uso de marcadores moleculares principalmente do tipo
SSRs se mostraram ideais para a identificacdo da constituicdo genética de cultivares
de cana modernas de origens interespecificas.

Nesse contexto, o presente trabalho tem como objetivo realizar a
caracterizacao molecular por meio de marcadores moleculares do tipo microssatélites
de acessos do Complexo Saccharum para a sua futura utilizacdo em programas de
introgressdo genética visando o desenvolvimento de cultivares de cana-de-agucar
com niveis maiores de biomassa ou agUcar e ainda produzir dados que possam ajudar
na manutencgdo e preservacéo do banco de germoplasma do Instituto Agronémico de

Campinas.

Material e Métodos

Genotipos

Os acessos estudados (Tabela 1) constituem parte componente do Banco de
Germoplasma do Instituto Agrondmico de Campinas. Nesse grupo estédo incluidos
acessos selvagens do Complexo Saccharum, cultivares comerciais e clones (S.
officinarum x S. spontaneum) classificados como genitores elites com boas
caracteristicas fenotipicas para futuros cruzamentos pelo programa de melhoramento

genético do Instituto Agronémico de Campinas (IAC) — Centro de Cana.
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Tabela 1 — Relagdo dos 120 acessos do Complexo Saccharum avaliados com
marcadores moleculares do tipo microssatélites.

Genotipo Pedigree ou espécie Genotipo Pedigree ou espécie

751109 Erianthus IS 76-116 S.officinarum

CHUNEE S.barberi CAIANA MANTEIGA S.officinarum

CHIN S.barberi SAC.OFF.8284 S.officinarum

GANDACHENI S.barberi CANA BLANCA S.officinarum

1376293 S. robustum CAIANA LISTRADA S.officinarum

IM76229 S. robustum SWART MANILLA S.officinarum

57NG12 S. robustum ZOPILOTA S.officinarum

US571415 S. robustum IS76155 S.officinarum

IN8458 S. spontaneum AJAX Badila x ?

IN8488 S. spontaneum BADILA DE JAVA S.officinarum

KRAKATAU S. spontaneum MzZ151 S.officinarum

SES205A S. spontaneum CRIOLA RAIADA S.officinarum

IN8482 S. spontaneum 1376566 S.officinarum

US-851008 S. spontaneum x US60-313 FORMOSA S.officinarum x ?

MANERIA S. sinense CANA ALHO S.officinarum

MUNTOK JAVA S. officinarum x S. spontaneum S.OFF82-80 S.officinarum

1376560 S.officinarum NG7792 S.officinarum

1376317 S.officinarum MANAII S.officinarum

NG5750 S. officinarum x S. spontaneum CREOULA S.officinarum

NG57213 S.officinarum NG57221 S.officinarum

NG21021 S.officinarum SAC.OFF.8272 S.officinarum

IN84105 S.officinarum SABURA S.officinarum

1J76418RED S.officinarum L.STRIPES S.officinarum

CAIANA FITA S.officinarum NG77-018 S.officinarum

SAC.OFF.8276 S.officinarum 1376-313 S.officinarum

1376325 S.officinarum FLOR DE CUBA S.officinarum x ?

PITU S.officinarum CAIANA VERDADEIRA  S.officinarum

BADILA S.officinarum x (NG9615 /NG14188) IN84126 S.officinarum

IN84046 S.officinarum BRAVO DE PERICO S.officinarum

WHITE TRANSPARENT  S.officinarum CAIANA RISCADA S.officinarum

HJ5741 S.officinarum F1J162 S.officinarum

FIJI19 S.officinarum CAIANA ROXA S.officinarum

GREEN GERMAN S.officinarum *MALI 40SN1133 x MQ33371
CERAM RED S.officinarum MALI 40SN1133 x MQ33371

BLACK BORNEO S.officinarum IACSP973357 S. officinarum x S. spontaneum
LAM76-427 S.officinarum RB855156 S. officinarum x S. spontaneum
MIDAS Trojan x Vesta IACSP962008 S. officinarum x S. spontaneum
DEMOS Co0270 x 33MQ371 IACSP973391 S. officinarum x S. spontaneum
MUNDAU - IACSP982053 S. officinarum x S. spontaneum
D52 B.cheribon x batjan IACSP953028 S. officinarum x S. spontaneum
YASAWA LF493863X MQ632717 IAC911099 S. officinarum x S. spontaneum
ENDOR UBA x 28MQ674 IACSP933046 S. officinarum x S. spontaneum
ZEUS TROJAN x MQ36-3717 IACSP983099 S. officinarum x S. spontaneum
RAGNAR S. officinarum x S. spontaneum SP80185 S. officinarum x S. spontaneum
CAIANA S. officinarum IACSP951218 S. officinarum x S. spontaneum
IACSP942101 S. officinarum x S. spontaneum IACSP962042 S. officinarum x S. spontaneum
CTC9 S. officinarum x S. spontaneum IACSP973354 S. officinarum x S. spontaneum
IACSP944004 S. officinarum x S. spontaneum SP803280 S. officinarum x S. spontaneum
IACSP967569 S. officinarum x S. spontaneum IACSP972003 S. officinarum x S. spontaneum
SP832847 S. officinarum x S. spontaneum IACSP977065 S. officinarum x S. spontaneum
IACSP955094 S. officinarum x S. spontaneum IACSP977077 S. officinarum x S. spontaneum
IACSP942094 S. officinarum x S. spontaneum SP847017 S. officinarum x S. spontaneum
IACSP976628 S. officinarum x S. spontaneum RB855453 S. officinarum x S. spontaneum
IACSP955000 S. officinarum x S. spontaneum RB867515 S. officinarum x S. spontaneum
CTC4 S. officinarum x S. spontaneum IACSP993032 S. officinarum x S. spontaneum
IACSP962019 S. officinarum x S. spontaneum IACSP963055 S. officinarum x S. spontaneum
IACSP963060 S. officinarum x S. spontaneum IACSP973009 S. officinarum x S. spontaneum
IACSP972084 S. officinarum x S. spontaneum IACSP952078 S. officinarum x S. spontaneum
IACSP956671 S. officinarum x S. spontaneum IACSP985011 S. officinarum x S. spontaneum
IACSP973015 S. officinarum x S. spontaneum IACSP976680 S. officinarum x S. spontaneum

*0s dois acessos Mali foram retirados de bancos de germoplasma diferentes.
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Extracdo de DNA

O DNA utilizado nos testes moleculares foi extraido a partir de tecidos de folhas
jovens armazenadas a -80°C de acordo com Al Janabi et al. (1999). Apés o isolamento
do DNA, a integridade e a concentracdo do mesmo foi verificada em gel de agarose
(0,8%) e corado com brometo de etidio na presenga de uma amostra padréao (DNA A

fago).

Amplificacdo dos locos de microssatélites (SSRs)

As reagOes de PCR foram efetuadas em um volume final de reacéo de 15 pl
contendo 40 ng do DNA molde, 0,2 uM de cada par de primer (forward e reverse), 100
MM de cada dNTP, 2,0 mM MgCI2, 10 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, e 0,5 unidade de Taq
DNA polimerase. O programa de amplificacdo constituiu de uma desnaturagao inicial
a 94 °C por 5 min, seguida de 30 ciclos, cada ciclo contendo uma etapa de
desnaturacao a 94 °C por 30 s, temperatura de anelamento especifica para cada par
de primer (forward/reverse) por 30 s, extensao a 72 °C por 30 s, e um ciclo final a 72
°C por 3 min.

Trinta pares de primers SSRs incluindo gendmicos (SMC31CUQ, SMC2017FL,
SMC1047HA, CIR12, CIR 51, CIR56, CIR74) e derivados de sequéncias expressas
(SCB194, SCB67, SCB210, SCB303, SCB213, SCB312, SCB222, SCCO1, SCB225,
SCB436, SCC19, , SCB227, SCC25, SCA07, SCB248, SCC33, SCA48, SCB252,
SCC44, SCB191, SCB381, SCC84 e CV38) foram utilizados. As sequéncias de
primers SSRs gendmicos encontram-se descritas por Pan (2010), enquanto a dos
EST-SSR foram descritos por Jordao Junior (2009), Marconi et al. (2011), Oliveira et
al. (2009) e Pinto et al. (2004).

Separacao dos fragmentos amplificados

Os produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de poliacrilamida
desnaturante a 5%, utilizando o genotipador de DNA da Licor 4300 para os pares de

primers de SSRs que se encontravam marcados com infra-vermelho (IR- IR700 ou
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IR800) e coloracéo com nitrato de prata de acordo com o protocolo estabelecido por
Creste et al. (2001), para os primers ndo marcados.

Andlise de dados

As marcas produzidas pelos marcadores foram genotipados com base em sua
presenca (1) e auséncia (0). A estimativa da dissimilaridade genética (D = 1-S) entre
0s acessos foi calculada por meio do complemento da similaridade genética (S) obtida
pelo coeficiente de Jaccard (1901). Optou-se pelo uso desse coeficiente devido ao
fato do mesmo desconsiderar a auséncia conjunta de bandas na comparacdo aos
pares o que ajudaria a reduzir o excesso de estimativa similaridade como descrito em
Cordeiro et al. (2003). As relacdes de dissimilaridade genética entre os acessos foram
visualizadas pela construcdo de um dendrograma baseado no método de Neighbor
Joining utilizando o programa Darwin 5 (PERRIER; JACQUEMOUD-COLLET, 2006).
O método de agrupamento Neighbor Joining € amplamente utilizado para a
construcdo de grandes filogenias devida a sua elegancia, velocidade e pela sua
capacidade de indicar a arvore mais correta filogeneticamente (BRUNO et al. 2000).
Para constatar a consisténcia da topologia formada optou-se pela utilizagcdo do
método de bootstrap com 1000 repeticoes.

Com base na matriz de dissimilaridade entre os acessos do género Saccharum
(com excegdo do acesso de S. sinense e Erianthus por se tratarem de um Unico
individuo representante da sua espécie), foi calculada a dissimilaridade média dos
acessos dentro de cada espécie (S.barberi, S. robustum, S. spontaneum, S.
officinarum e hibridos antigos) e também para os chamados hibridos atuais (cultivares
comerciais e clones — genitores elite, classificados como S. officinarum x S.
spontaneum).

A andlise da variancia com os dados moleculares (AMOVA) foi realizada por
meio do software Arlequin (EXCOFFIER et al., 1992), decompondo a variabilidade
molecular entre e dentro das diferentes espécies.

Para essa andlise também foram excluidos os acessos de S. sinense e
Erianthus devido a existéncia de apenas um gendtipo dos mesmos no banco de

germoplasma estudado.
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Apesar da premissa diploide sugerida pelo programa optou-se pela realizagcéo
da analise da estrutura da populacédo e do numero de subpopulages presentes nos
acessos estudados no STRUCTURE versdo 2.3 (PRITCHARD; STEPHENS;
DONNELLY, 2000) como realizado em Nayak et al. (2014). O modelo admixture foi o
escolhido para a andlise estrutural da populacao por levar em conta o fato de que cada
individuo pode apresentar ancestrais em mais de uma populacdo e pela op¢do de
frequéncias alélicas correlacionadas entre populacdes (GONCALVES, 2012).
Inicialmente, avaliou-se a hipotese de K (numero de subgrupos-subpopulagées),
variando de 1 a 10. Para cada K, o agrupamento mais provavel foi obtido a partir de
100000 interagbes MCMC (Monte Carlo Markov Chain) apds 100000 interacdes
iniciais (burnin). A consisténcia dos resultados foi verificada pela execugédo do
programa por 20 vezes para cada hipétese de K. As analises geradas pelo programa
foram transferidas para o programa STRUCTURE HARVESTER v.0.6.92 (EARL;
VONHOLDT, 2012), o qual determinou o numero mais provavel K, de acordo com
EVANNO et al. (2005). Para essas analises também optou-se pela exclusdo dos

acessos de S. sinense e Erianthus.

Resultados e Discussao

Os 30 pares de primers geraram 427 marcas usadas para calcular a
diversidade e a dissimilaridade genética entre os individuos (acessos selvagens e
genitores elites). A dissimilaridade (D) entre os individuos variou de 0,070 a 0,879
tendo média de 0,586. A maior dissimilaridade genética (0,879) foi encontrada entre
os individuos CTC4 (S. officinarum x S. spontaneum) e 751109 (Erianthus). Dentre os
marcadores obtidos 6 estavam presentes apenas no acesso de Erianthus e que
provavelmente correspondem a marcadores género especificos. Os acessos
intitulados MALI apresentaram a menor dissimilaridade genética (0,070) entre todos
0s acessos estudados, sugerindo que se tratam talvez do mesmo genoétipo. O mesmo
ocorrendo com 0s acessos 1J76293 e IM76229 cuja dissimilaridade genética (0,098),
também foi baixa em relacdo aos demais pares de acessos sugerindo que talvez

possam corresponder a0 mesmo genotipo.
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Avaliando as relacfes de dissimilaridade genética, apenas entre 0s acessos
selvagens, os gendtipos NG57221 e o acesso de Erianthus 751109 apresentaram
maior dissimilaridade (0,865) enquanto a menor (0,117) foi verificada entre os acessos
Crioula Raiada e Caiana Manteiga. Por outro lado, avaliando as relacdes de
dissimilaridade genética apenas entre os genitores elites a maior dissimilaridade
genética (0,604) ocorreu entre os acessos IACSP952078 e IACSP944004, enquanto
a menor ocorreu (0,287) entre os acessos IACSP963055 e SP803280. A
dissimilaridade média entre genitores provados foi de 0,481.

A dissimilatidade média entre os acessos foi menor entre os acessos de S.

barberi e maior entre S. officinarum e hibridos antigos e S. spontaneum (Tabela 2).

Tabela 2 - Dissimilaridade média dentro e entre as diferentes espécies de Saccharum.

S. barberi S. S. S. officinarum e S. officinarum  x S.
robustum  spontaneum hibridos antigos spontaneum (variedades e
clones atuais)

S.barberi 0.437 0.702 0.671 0.622 0.589
S. robustum 0.601 0.695 0.689 0.675
S. spontaneum 0.653 0.697 0.652
S. officinarum e 0.561 0.581
hibridos antigos

S. officinarum x S. 0.481
spontaneum

(variedades e

clones atuais)

De acordo com os resultados da AMOVA, observa-se que a maior parte da
variabilidade se encontra dentro das espécies (84,93%) e o restante (15.07%) entre
elas. Consequentemente, o valor observado de @Fst, o qual reflete a proporcéo da

variabilidade molecular de hapl6tipos entre populacdes foi de 0,15 (Tabela 3).

Tabela 3 — Particdo da diversidade genética dentro e entre as diferentes espécies de

Saccharum

Fonte de variacdo GL SQ % total da variacdo @t
Entre espécies 4 776,189 15,07 (p<0,001) 0.15071
Dentro das espécies 113 5427,514 84,93 (p<0,001)

Total 117 6203.703




28

Na tabela 4 é possivel a observacédo da diversidade genética, bem como o
ndamero de alelos médios de cada espécie analisada.

Tabela 4. Diversidade genética e nUmero médio de alelos por loco para as espécies
S. S. S. S. S. officinarum x S.
barberi  robustum spontaneum  officinarum spontaneum
Diversidade 0.181 0.233 0.292 0.223 0.221
N° médio 6.433 7.100 9.700 12.266 9.966
alelos/ loco

Os resultados obtidos pela andlise estrutural da populacdo realizada pelo
programa STRUCTURE mostraram um pico evidente no K = 2, valor de K no qual

“‘Delta K" é maximo, sugerindo que 0s acessos analisados sejam provenientes de duas
subpopulagdes (Figura 1).
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Figura 1 — Variacdo na magnitude de Delta K em funcdo do numero de subpopulacgdes.
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Considerando que haja duas subpoupulacdes, a distribuicdo dos genoétipos nas
nas mesmas e a porcentagem do genoma compartilhada com o outro grupo € indicada
pela Figura 2. De acordo com os resultados obtidos com o uso do programa
computacional STRUCTURE (Figura 2) as duas subpopula¢ces sugeridas incluiram
acessos de diferentes espécies. A supopulagdo 1 agrupou em sua maioria acessos
de S. officinarum. Acessos como Caiana Manteiga, Badila de Java, Criola Raiada e
Fiji 62 foram considerados acessos puros da subpopulacdo 1. A subpopulacédo 2
reuniu acessos de todas as espécies estudadas (S. officinarum, S. spontaneum, S.
barberi, S. robustum e variedades comerciais, S. officinarum x S. spontaneum) néo
sendo possivel encontrar acessos totalmente puros nesse grupo de acessos (Figura
2).

Subpopulagdo 1 Subpopulagdo 2

v

v
A

1.00 8

0.80
0.60
0.40
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Figura 2 — Estrutura genética da populacdo de acessos estudados do Complexo
Saccharum. Cada individuo esta segmentado de acordo com a fragéo de seu genoma
(eixo vertical) compartilhada com a outra subpopulagéo. Cada cor representa uma
subpopulacao, e o comprimento do segmento colorido mostra a proporgéo de “outra
subpopula¢ado” em cada acesso estudado.

Além do pico mais evidente do K=2 outro pico menor é observado no valor de
K=4 (Figura 1).

Quando analisado o grafico da estrutura da populacao de acessos estudados
considerando-se K=4 (Figura 3) os acessos de S. barberi e os acessos Ceramred e
Endor (S. officinarum) foram agrupados na subpopulacéo 1. A maioria de acessos de
S. spontaneum, 0s acessos IM76229, US5714105 e 1376293 (S. robustum) e o acesso
de S. officinarum, 1S76155, foram agrupados na subpopulacéo 2. A subpopulagéo 3
reuniu uma grande quantidade de acessos de S. officinarum enquanto a subpopulagéo
4 agrupou grande parte das variedades atuais (S. officinarum x S. spontaneum).
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Figura 3 — Estrutura genética da populacdo de acessos estudados do Complexo
Saccharum. Cada individuo est4 segmentado de acordo com a fracdo de seu genoma
(eixo vertical) compartilhada com a outra populagdo. Cada cor representa uma
subpopulacdo, e o comprimento do segmento colorido mostra a propor¢cédo de
“parentesco” para cada acesso. * indica as diferentes subpopulagdes.

O dendrograma obtido com marcadores microssatélites mostrou a formagéo
de trés grandes grupos. O Grupo | (Figura 4) reuniu a grande maioria das espécies de
S. officinarum, entre os acessos desse grupo € possivel observar a presenca de uma
cultivar comercial (IACSP944004). Um acesso de S. spontaneum (IN8488) bem como

0 Unico acesso de S. sinense (Maneria) também estdo presentes no Grupo |.
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Figura 4 — Ramo 1 (Grupo 1) do dendrograma dos acessos do Complexo Saccharum
obtido pelo agrupamento Neighbor Joining apresentando as relagfes genéticas entre
0s acessos obtidas pelo complemento do coeficiente de similaridade de Jaccard. Os
valores de bootstrap em porcentagem estdo apresentados nos nds de cada
agrupamento.
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No Grupo Il (Figura 5) foi alocado a maioria dos hibridos e cultivares comerciais

atuais (S. officinarum x S. spontaneum). Nesse agrupamento foi possivel notar a

presenca de um subgrupo formado por 2 espécies S. officinarum (PITU e BADILA).
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Figura 5 — Ramo 2 (Grupo Il) do dendrograma dos acessos do Complexo Saccharum
obtido pelo agrupamento Neighbor Joining apresentando as relacdes genéticas entre
0S acessos obtidas pelo complemento do coeficiente de similaridade de Jaccard. Os
valores de bootstrap em porcentagem estdo apresentados nos nos de cada
agrupamento.

O Grupo Il (Figura 6) reuniu a maioria das espécies diferentes de S. officinarum

entre elas os acessos de S.barberi, S. robustum, S. spontaneum e Erianthus no
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entanto, os acessos Endor, IS76155 e Ceranred, classificados como S. officinarum
sao observados nesse grupo. Esse grupo ainda pode ser dividido em dois subgrupos.
O primeiro composto pelas espécies de S. robustum, S. spontaneum e Erianthus
enquanto o segundo reuniu 0s acessos de S. barberi, Endor, IS76155 e Ceranred.
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Figura 6 — Ramo 3 (Grupo Ill) do dendrograma dos acessos do Complexo Saccharum
obtido pelo agrupamento Neighbor Joining apresentando as relacdes genéticas entre
0s acessos obtidas pelo complemento do coeficiente de similaridade de Jaccard. Os
valores de bootstrap em porcentagem estdo apresentados nos nos de cada
agrupamento.
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A maior dissimilaridade encontrada neste trabalho ocorreu entre uma cultivar
comercial e o Unico acesso de Erianthus. Apesar da sua real inclusdo no chamado
Complexo Saccharum muitos s&o 0s questionamentos sobre a verdadeira
participacdo desse género (Erianthus) nas cultivares comerciais de cana e nos
diferentes acessos do complexo. Segundo Mukherjee (1957), o género Erianthus faz
parte do Complexo Saccharum por ser considerado um parente proximo do género
Saccharum e um possivel contribuinte genético das cultivares modernas. No entanto,
estudos atuais tém comprovado uma superestimacdo desse agrupamento,
evidenciando pouca ou nenhuma contribuicdo desse género, nas cultivares atuais
(GRIVET et al.,, 2004; BESSE et al.,, 1997). Esse fato também pode explicar a
presenca de seis alelos exclusivos do género. A pouca contribuicdo dessa espécie
nas cultivares atuais de cana-de-acucar se deve em parte & dificuldade da obtencao
de hibridos intergenéricos férteis, praticamente eliminando a introgressao de genes
(PIPERIDIS et al.,, 2010). A menor dissimilaridade genética entre os gendtipos
avaliados ocorreu entre os acessos intitulados MALI de diferentes bancos de
germoplasma evidenciando o papel importante dos marcadores moleculares na
gestdo desses bancos uma vez que detectam a duplicidade do acesso. Os genétipos
1J76293 e IM76229 apresentaram também uma baixa dissimilaridade genética (0.098)
sugerindo que os materiais sdo bastante parecidos o que indicaria um erro na
identificacdo, trocas de materiais na gestdo do germoplasma ou ainda acessos
duplicados. De fato, em cana-de-acUcar € comum trocas e identificacdes erradas
entre os acessos semelhantes. Isso ocorre principalmente pela falta de informacoes
relativas ao fendtipo de cana-de-aclUcar que apresenta acessos morfologicamente
semelhantes, sendo essa falta de informagé&o mais evidente entre os acessos antigos,
menos estudados atualmente ou ainda pela dificuldade de se distinguir acessos muito
semelhantes. Devido ao fato de essa espécie apresentar propagacao vegetativa e
rebrota facil, € comum ocorrer misturas de toletes e consequentemente identificacao
errada de certos materiais nos diferentes grupos de estudo de cana-de-agucar. Para
Irvine (1999) a classificacdo do género Saccharum L. tem apresentado, ao longo dos
anos, diversos problemas em relacdo a taxonomia, gerando debates sobre diferentes
individuos. Nesse sentido, os marcadores moleculares tém papel fundamental na

gestdo e manutencéo de bancos de germoplasma facilitando a identificacdo correta



35

de clones erroneamente identificados e permitindo a compreenséo da distribuicdo da
variabilidade genética entre acessos, espécies e géneros relacionados (CRESTE et
al., 2010, CORDEIRO et al., 2003). Além disso, informacfes relacionadas ao perfil
molecular de diferentes acessos e clones podem vir a gerar no futuro um banco anico
de dados para a comparagdo de diferentes acessos das diversas colecdes de
germoplasma espalhadas pelo mundo (PAN et al., 2006).

Com excecao dos casos de acessos duplicados e provavel identificacao errada,
a menor dissimilaridade ocorreu entre os acessos Crioula Raiada e Caiana Manteiga.
De acordo com Figueiredo (2008) Crioula e Caiana foram os primeiros acessos de
cana-de-acgUcar introduzidos e cultivados no Brasil, portanto, provavelmente esses
dois acessos podem ter um genitor em comum. Os acessos Caiana e Crioula podem
ter sofrido, também no passado, hibridac6es naturais seguidas por sele¢des locais
realizadas pelos nativos brasileiros que buscavam acessos de canas mais doces e
macias, dando entdo, origem aos acessos Crioula Raiada e Caiana Manteiga.

De acordo com o dendrograma Grupo | (Figura 4) reuniu grande parte dos
acessos de S. officinarum. Dentro dos acessos de S. officinarum e hibridos selvagens
a dissimilaridade média encontrada foi de 0,56, valor semelhante foi indicado por
Cordeiro et al. (2003). A baixa dissimilaridade genética entre acesso de S. officinarum
pode ocorrer devido a selecdo direcional dos mesmo para o aumento no teor de
sacarose, espessura da cana e diminuicdo do teor de fibra (NAIR et al., 1998). A
maior dissimilaridade entre os acessos de S. officinarum ocorreu com 0s acessos de
S. spontaneum, de fato, morfologicamente esses gendtipos apresentam grandes
diferencas. De acordo com Butterfield et al. (2001), S. officinarum e S. spontaneum
apresentam diferencas estruturais em seus genomas, evidentes em diversos
trabalhos de mapeamento genético das espécies bem como nos diferentes rearranjos
cromossOmicos. A ocorréncia de baixa dissimilaridade genética entre o grupo formado
por S. officinarum e hibridos antigos com S. barberi pode ser explicada pelo nUmero
restrito de individuos dessa ultima espécie. Ainda no Grupo |, 0 acesso de S. sinese
ocupou posicdo entre 0 Unico acesso de S. spontaneum (IN8488) do grupo e os
demais acessos de S. officinarum e hibridos antigos. Diversos trabalhos evidenciam
S. sinense como um hibrido natural de S. spontaneum e S. officinarum (LU et al., 1994;
CORDEIRO et al., 2003). A cultivar IACSP94-4004 também agrupada neste grupo tem
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incluida em sua formacdo cruzamentos de cultivares muito antigas como CO421,
CO312 e H401184 o que poderia explicar o agrupamento desse genoétipo em tal grupo.

O Grupo Il (Figura 5) reuniu a grande maioria das cultivares atuais classificadas
como cultivares e clones elites para futuros cruzamentos. Esse agrupamento conciso
posicionou-se entre 0s grupos formados pela maioria dos acessos de S. officinarum e
hibridos antigos, e entre o formado pela maioria dos acessos de S. spontaneum. Esse
fato reflete a natureza hibrida das cultivares modernas de cana-de-acucar, como
sugerido por Irvine (1999), D'Hont et al. (1996) e Piperids et al. (2000). De fato, as
cultivares atuais tiveram no passado a sua origem em cruzamentos interespecificos
entre S. officinarum e S. spontaneum. Os hibridos desses cruzamentos obtidos foram
entdo, retrocruzados por diversas geracdes com acessos de S. officinarum no
processo que foi denominado de nobilizagdo. Desta forma, Saccharum officinarum é
a espécie que mais contribuiu geneticamente nos cultivares de cana-de-acUcar atuais
sendo responsavel por cerca de 70 a 80% dos cromossomos das cultivares enquanto
S. spontaneum contribui apenas com cerca de 20 a 30% dos cromossomos (D’HONT
et al., 1998). De fato o processo de nobilizacdo também interferiu na divergéncia
genética das cultivares atuais uma vez que a menor dissimilaridade (0,581) observada
ocorreu quando comparada com as dos genotipos de S. officinarum e hibridos antigos.
O fato de as cultivares atuais apresentarem geneticamente origens semelhantes pode
explicar também a baixa dissimilaridade dentro das mesmas (0,481). Por
apresentarem caracteristicas de interesse para novos cruzamentos, a compreensao
da semelhanca e da diversidade e da dissimilaridade entre as cultivares comerciais e
acessos do Complexo Saccharum pode ser importante estratégia para futuros
trabalhos de introgressdo nos programas de melhoramento genético de cana-de-
acucar. De acordo com Singh et al. (2010), o estabelecimento de relacdes entre
hibridos de origem genética desconhecida e cultivares com ascendéncia conhecida
pode colaborar com os programas de melhoramento de cana uma vez que permitem
a selecao de genitores apropriados para aumentar os rendimentos no campo, bem
como favorecem a manutencao da diversidade genética de uma populacao facilitando
o planejamento de cruzamentos mais confiaveis em curto ou longo prazo.

No Grupo Il (Figura 6) encontra-se a maioria dos acessos selvagens diferentes

de S. officinarum e hibridos antigos. No primeiro subgrupo desse grupo é possivel
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observar a maioria dos acessos de S. spontaneum. Acessos de S. spontaneum
apresentam diferentes nUmeros cromossémicos e ploidias diversas, o que pode gerar
uma alta diversidade e dissimilaridade genética entre seus membros, no entanto, a
dissimilaridade entre os acessos de S. spontaenum aqui avaliada foi moderada (0,65)
indicando uma relativa homogeneidade do genoma das espécies estudadas, o0 que
também foi sugerido por Nair et al. (1999). Entre os acessos de S. spontaneum foi
possivel observar um gendétipo de S. officinarum, IS76155, problemas referentes a
classificacdo taxonémica errada ou erro na identificacdo desse acesso pode ter
ocorrido. Os acessos de S. robustum formaram um agrupamento bastante conciso
neste grupo, neste pequeno agrupamento também esta presente o acesso de
Erianthus. Segundo Daniels et al. (1975) citados por Ferrari (2010), acredita-se que
S. robustum pode ser originario de hibridacbes naturais de S.spontaneum (2n=80)
com outros géneros, como Erianthus e Miscanthus. No entanto, Cordeiro et al. (2003)
e Lu et al. (1994), afirmam existir uma tendéncia de S. robustum aproximar-se
geneticamente de S. officinarum uma vez S. robustum é considerado um de seus
genitores. Nos trabalhos de Nayak et al. (2014), os acessos em S. spontaneum foram
todos agrupados em um unico grupo, hibridos, S. officinarum, S. robustum, S. barberi,
S. edule e S. sinense se posicionaram em um novo grupo (grupo 2) enquanto, a
maioria dos acessos de espécies desconhecidos e de outros géneros, como
Erianthus, foram alocados em um terceiro grupo diferente dos demais. Segundo
Brown et al. (2007), diferentes agrupamentos formados em estudos em cana podem
ocorrer pela analise errada dos dados obtidos ou ainda, pela analise diferente em
relacdo aos diversos tipos de marcadores moleculares.

Em relacdo aos valores de dissimilaridade em espécies do género Saccharum
é possivel verificar diferentes informacdes na literatura. Devarumath et al. (2012),
encontraram a menor dissimilaridade dentro dos acessos de S. officinarum e a maior
entre acessos de S. barberi, neste presente trabalho esses valores ocorrem entre 0s
acessos de S. officinarum x S. spontaneum (0,48 - menor dissimilaridade) e entre os
acessos de S. spontaneum (0,65 — maior dissimilaridade). Lu et al. (1994),
encontraram também a menor dissimilaridade dentro dos acessos de S. officinarum

em seu trabalho no entanto, os mesmos nao analisaram cultivares comerciais, a maior
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dissimilaridade sugerida por esses autores ocorreu também entre os acessos de S.
spontaneum.

Na Tabela 3 é possivel observar que a diversidade genética encontrada nos
acessos do Complexo Saccahrum é maior dentro das espécies do que entre as
mesmas. Nayak et al. (2014), encontraram resultados semelhantes em seus trabalhos
com diversas espécies do Complexo Saccharum sendo 11% da diversidade
encontrada entre 0os acessos e 89% dentro das populacdes das mesmas. Dutra Filho
et al. (2013), observaram valor maior da diversidade dentro das progénies (87,75 e
85,19%) do que entre elas (12,25 e 14,81%) quando usados 0s marcadores
moleculares RAPD e EST's SSR, respectivamente em 3 populacbes de auto-
fecundacédo de cultivares comerciais. Glynn, McCorkle e Comstock (2009), em seus
estudos com genotipos de cana da Flérida, da Lousiana e do Texas encontraram 3,4%
da variacdo genética entre as populacdes e 96,6% dentro das populagdes.

Nos dados da tabela 4 é observado que 0s acessos da espécie S. spontaneum
possuem maior diversidade genética entre si. Como ja mencionado essa espécie tem
ampla variabilidade devido a diferencas fenotipicas e as diversas ploidias existentes
entre os acessos. O baixo valor de diversidade entre os acessos de S. barberi pode
estar relacionada ndo sé a caracteristicas pouco variaveis entre 0s acessos, mas
também devido ao nimero menor de acessos utilizados na pesquisa. O maior nimero
médio de alelos por loco foi observado entre os acessos de S. officinarum o menor
valor observado ficou entre os acessos de S. barberi.

Em relacdo a andlise da estruturacdo populacional feita pelo programa
STRUCTERE, discussfes baseadas nos diferentes valores de K podem ser realizadas
(Figura 1). A estruturacéo das subpopulagdes com K=2 refletida na Figura 2, sugere
gue uma subpopulacéo é formada por acessos mais puros de S officinarum, enquanto
a outra subpopulacéo se trataria da mistura de diferentes espécies. O valor K=2 pode
ter ocorrido devido ao fato de que a maioria dos acessos estudados pertencem a S.
officinarum e S. officinarum x S. spontaneum (variedades comerciais que passaram
por diversos cruzamentos e processos seletivos) bem como, pela presenca restrita de
pouUCOS acessos representativos de outras espécies na populacao estudada. Nayak et
al. (2014), encontraram o valor de K=3 em seus trabalhos com acesso banco de

germoplasma de Miami. Esse valor de K pode ter ocorrido principalmente pelo fato
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desses autores utilizarem um maior nimero de acessos e espécies em seus estudos
bem como, devido ao nUmero maior de acessos para cada espécie analisada.

O valor K=4 se mostrou biologicamente mais proximo ao numero de espécies
na populacdo estudada (S. officinarum, S. robustum, S. spontaneum, S. barberi e
variedades atuais — S. officinarum x S. spontaneum), refletindo de forma mais real a
histdria evolutiva do Complexo Saccahrum sendo ainda observadas subpopulacdes
mais préxima aos grupos relatados no dendrograma produzido. De acordo com
Pritchard, Wen e Falush (2010) a interpretacdo biolégica do K pelo programa
STRUCTERE pode néo ser simples sendo muitas vezes necessaria uma andlise da
resposta natural (biolégica) e ndo matemética dos valores produzidos.

Os dados obtidos neste trabalho tém grande valia para futuros cruzamentos
realizados pelo programa de melhoramento de cana-de-acucar do IAC- Centro de
Cana. Estimativas de diversidade genética como as aqui apresentadas podem ser
importante ferramenta para ajudar os melhoristas na selecéo de pais mais divergentes
para maximizar a heterose e segregacdo transgressiva em populacdo genitoras
permitindo assim aos pesquisadores concentrar a atencdo e recursos nos

cruzamentos mais promissores (ALWALA et al., 2006).

Conclusoes

Os resultados aqui apresentados foram suficientes para caracterizar 0s
diversos acessos do Complexo Saccharum analisados, permitindo estabelecer
relacdes genéticas entre os mesmos bem como calcular valores de dissimilaridade e
diversidade genética. Foi possivel identificar acessos duplicados ou erroneamente
classificados por meio de marcadores moleculares colaborando com a manutencéo

de bancos de germoplasma.
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CAPITULO 3 - Caracterizago fenotipica dos acessos do Complexo Saccharum

RESUMO: Uma das principais maneiras de se caracterizar genotipos de cana-de-
acucar se da por meio de estudos fenotipicos (agrondmicos). Com base nos
resultados desses estudos é possivel inferir sobre o comportamento de cada genaétipo
em campo gerando importantes informacdes para os melhoristas tanto no que diz
respeito & manutencédo de bancos de germoplasma ex situ quanto na escolha de
futuros cruzamentos para a obtencdo de novas cultivares. O presente trabalho tem
como objetivo caracterizar fenotipicamente acessos selvagens do Complexo
Saccahrum para serem utilizados no programa de melhoramento genético do IAC.
Paraisso, diferentes acessos do Complexo Saccharum foram levados a campo, sendo
0S mesmos caracterizados em termos de descritores morfologicos, atributos de
gqualidade e de producédo. Os dados produzidos nessa caracterizagao foram utilizados
para o calculo da distancia euclidiana entre os acessos, analise de agrupamento e
assim como para a analise dos componentes principais. Baseado na caracterizacao,
foi possivel elencar diferentes genoétipos contrastantes sendo os acessos de S.
spontaneum e Erianthus os mais destacados em relacdo & fibra e a producédo de
colmos e os acessos de S. officinarum responsaveis pela alta concentracéo de acucar
e caracteres relacionados a sacarose. Os componentes principais 1 e 2 foram
responsaveis por explicar 83% da variacdo encontrada entre os acessos. De acordo
com os resultados produzidos foi possivel classificar os acessos do Complexo
Saccharum, bem como permitir compreender melhor do comportamento desses
genotipos em campo. As informacdes agrondmicas dos acessos selvagens de cana-
de-acUcar se mostraram eficientes para sugerir materiais para introgressdo nos

programas de melhoramento do IAC e demais.

Palavras- chave: componentes principais, atributos de qualidade, atributos de

producao, descritores morfologicos, cana-de-acucar
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Introducéo

A caracterizacdo agronémica dos acessos que compdem o0s bancos de
germoplasma é fundamental para os Programas de Introgresséo Genética. Em cana-
de-aclcar, as avaliacdes de atributos morfolégicos, atributos de qualidade e de
producdo permitem aos melhoristas ndo apenas estimar os niveis de variabilidade
genética para estas variaveis nas colecbes como identificar acessos a serem
utilizadas no Programa de Introgressdo. De acordo com Todd et al. (2014), a
caracterizacdo fenotipica é capaz de ajudar os melhoristas na selecdo de
germoplasma util, permitindo ainda uma avaliacdo da diversidade em campo. Para
Nair, Balakrishnan e Sreenivasan (2008) este tipo de estudo é um pré-requisito
indispensavel para o uso efetivo de acessos em programas de melhoramento.

Atributos de qualidade, que seréo definidos a seguir, tais como Pol%, Brix, peso
do bolo umido (PBU), contetido de agulcares totais recuperaveis por tonelada de cana
e componentes de producéo (altura, diametro e nimero de colmos) tém sido utilizados
por todos os programas de melhoramento, assim como pela prépria industria
sucroalcooleira para determinar a qualidade da matéria-prima plantada ou adquirida.

O peso do bagaco (bolo) umido (PBU) é utilizado para o célculo da fibra da
cana. Este dado é de grande relevancia na agroindustria canavieira, uma vez que as
cultivares mais ricas em fibras tém alta resisténcia ao tombamento, sendo também
mais resistente a doencas (LAVANHOLI, 2008). O aumento desse atributo tem atraido
a atencao dos melhoristas uma vez que a fibra produzida durante os processos de
fabricacdo de acucar e alcool pode ser também utilizada como fonte de energia
elétrica e de etanol celulésico (LEITE, 2010, MANCINI, 2010).

O ATR (Aclcares totais recuperaveis) de acordo com a UNICA (2014)
corresponde a quantidade de acucar disponivel na matéria-prima subtraindo-se as
perdas do processo industrial, sendo esse valor utilizado na comercializacdo da
tonelada da cana.

O caréter Pol% pode ser entendido como o percentual aparente de sacarose
contida em uma solucédo de acucares, sendo sua determinacéo obtida por meio de
métodos sacarimétricos, baseados no desvio da luz causado pelos acucares
(FERNANDES, 2000).
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A capacidade de um acesso produzir maior numero de colmos € de grande
valia para os programas de melhoramento genético de cana. O elevado nimero de
colmos pode em determinados casos agregar a variedade maior quantidade de
acucar, fibra e biomassa. No contexto atual da busca pela cana-energia, genétipos
com essa caracteristica podem ser mais atrativos. De acordo com Milligan et al.
(1990), esse fator influencia fortemente o calculo da tonelagem de cana por hectare
(TCH), principalmente em cana soca.

Além do numero, estudos relacionados ao didmetro do colmo sdo também
realizados nos diversos programas de melhoramento de cana-de-agucar no Brasil e
no mundo. Normalmente, colmos com maior diametro apresentam maior quantidade
de acucar e agua, enquanto colmos mais finos tem alto teor de fibra. De acordo com
Bressiani (2001) os valores de diametro de colmo séo utilizados no calculo do peso
por colmo, sendo esse ultimo valor participante do célculo do TCH.

A altura das plantas tem relevancia também entre as caracteristicas fenotipicas
utilizadas nos programas de melhoramento. De acordo com Alvarez e Castro (1999)
o carater altura pode ser indicador de estresses abidticos como por exemplo, ataques
por cigarrinha.

Sao poucas as informacdes referentes a caracterizacdo de acessos antigos em
cana (TODD et al., 2014). Além disso, muitas vezes os dados produzidos em campo
para a caracterizagdo dos acessos geram um numero muito grande de informacdes,
0 que torna dificil ao melhorista elencar genétipos que agreguem o maximo das
caracteristicas que se pretende selecionar em uma progénie ou em um provavel
genitor de cruzamentos. Analises estatisticas, como a analise multivariada s&o
capazes de converter informagdes referentes a diversos caracteres em Unico indice
que permite gerenciar melhor as escolhas de futuros genitores (NETO; MOITA, 1998,
VICINI; SOUZA, 2005). A analise dos componentes principais e de agrupamento
podem trazer informacdes relevantes para os programas de melhoramento que
buscam realizar cruzamentos para a obtencao de novas variedades.

A distancia euclidiana é uma medida usualmente empregada para calcular a
distancia entre dois pontos em um espaco n-dimensional. Por meio de algum método
de agrupamento dos dados calculados por essa distancia € possivel se produzir

dendrogramas que facilitem a visualizacdo de semelhangcas entre amostras ou
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objetos, principalmente quando esses dados de semelhangas apresentam dimensao
maior do que trés, visto que, neste caso a representacao de graficos convencionais é
impossivel (NETO; MOITA, 1998).

A Analise de Componentes Principais (ACP) é capaz de transformar um
conjunto de variaveis em um grupo efetivamente menor de caracteristicas néo
correlacionadas que irdo organizar a maior parte das informacao obtidas no conjunto
inicial (FLECK; BOURDEL, 1998).

Dessa forma, o presente trabalho tem como objetivo caracterizar
fenotipicamente acessos selvagens do Complexo Saccahrum para serem utilizados

no Programa de Introgresséo para Biomassa do IAC.

Material e Métodos

Gendtipos

Cinquenta e cinco acessos de cana (Tabela 1) além dos cultivares IACSP95-

5000 (T1) e IACSP93-3046 (T2) foram caracterizados fenotipicamente.

Tabela 1 — Acessos do Complexo Saccharum usados na caracterizagao agronémica.

Acessos Pedigree ou Acessos Pedigree ou Acessos Pedigree ou
espécie espécie espécie
57NG-12 S. robustum 1J76-317 S.officinarum NG21-21 S.officinarum
721109 Erianthus 1J76-325 S.officinarum NG57-213 S.officinarum
AJAX Badila x ? 1J76-326 S.officinarum NG57-221 S.officinarum
BADILA S.officinarum x 1J76-418 S.officinarum NG57-50 S. officinarum x S.
(NG9615 /NG14188) RED spontaneum (S.
officinarum x ?)
BADILA JAVA S.officinarum 1J76-560 S.officinarum NG57-6 -
CAIANA S.officinarum 1J76-566 S.officinarum NG7718 S.officinarum
CAIANA FITA S.officinarum IM 76-229 S. robustum PITU S.officinarum
CAIANA S.officinarum IN84-105 S.officinarum RP-8 S. officinarum x S.
RISCADA spontaneum
CAIANA S.officinarum IN84-106 S.officinarum SABURA S.officinarum
VERDADEIR
A
CANA ALHO S.officinarum IN84-126 S.officinarum SAC. OFFC.8276 S.officinarum
CERAM RED S.officinarum IN84-58 S. spontaneum SAC. OFFC.8284 S.officinarum
CHIN S.barberi IN84-82 S. spontaneum SES 205 A S. spontaneum
CHUNEE S.barberi IN84-88 S. spontaneum UBA-DEMERARA S. sinense
F1J1 19 S.officinarum IS 76-155 S.officinarum US 57-141-5 S. robustum
FORMOSA S.officinarum x ? IS76-116 S.officinarum US85-1008 S. spontaneum x
US60-313
GANDA S.barberi KRAKATA S. spontaneum WHITE_TRANSPAREN S.officinarum
CHENI U T
1J 76-313 S.officinarum LOUSIANA ZOPILOTA S.officinarum

SEMPEOL
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Continuacao...

Tabela 1 — Acessos do Complexo Saccharum usados na caracterizacdo agronémica.

Acessos Pedigree ou Acessos Pedigree ou Acessos Pedigree ou espécie
espécie espécie

1376-293 S. robustum MANTEIGA S.officinarum T1 (IACSP95-5000) S. officinarum x S. spontaneum

NG21-17 S.officinarum MZT151 S.officinarum T2 (IACSP93-3046) S. officinarum x S. spontaneum

Delineamento experimental

O experimento foi instalado no Centro de Cana do Instituto Agronémico de
Campinas, localizado em Ribeirdo Preto, no estado de S&o Paulo, Brasil. Foi utilizado
delineamento de blocos ao acaso com trés repeticdes, constituido de parcelas de 1
metro de comprimento, espagcadas 1m entre parcelas e 1,5 m entre linhas e adotando-
se as cultivares IACSP95-5000 (T1) e IACSP93-3046 (T2) como testemunhas. Para a
instalacdo do ensaio foram utilizadas 3 mudas pré-brotadas (MPB) segundo IAC

(2014) para cada parcela.

Caracterizacdo morfologica

Os acessos foram caracterizados morfologicamente, em relagéo a: crescimento
da touceira, intensidade de perfilhamento, comprimento dos entren4s medido no terco
médio do colmo e a saliéncia da gema no nd. Para estes caracteres foram dadas notas
de acordo com o documento “Descritores minimos de cana-de-agucar” expedido pelo
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (1998). O hébito de crescimento
da touceira foi classificado como ereto (nota 1), levemente decumbente (nota 3) e
decumbente (nota 5) para a intensidade de perfilhamento os acessos foram
classificados com as seguintes notas: 3 (baixa), 5 (média) e 7 (alta), em relacéo ao
comprimento dos entrendés medido no terco médio do colmo os acessos foram
classificados em: curto (3), médio (5) e longo (7). Para o carater saliéncia da gema no
no, a classificacdo se deu da seguinte forma: pouca (1), média (3) ou muita (5).

Atributos de qualidade e de producéo
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Apds 10 meses do plantio das mudas, foram avaliados componentes de
producéo: altura da touceira (A, em metros), numero de colmos por parcela (colmos),
diametro médio de 10 colmos (DM, em mm), peso de 10 colmos (PC10, em kg) e
parametros de qualidade: teor de sdélidos soltveis no caldo (Brix, em graus), peso de
bolo tmido (PBU, t.ha), contetido de fibra no bagaco (%), porcentagem, em massa,
de sacarose aparente na cana (Pol, em %) e conteudo de acucares totais recuperaveis
por tonelada de cana (ATR). Os mesmos dados foram coletados também em cana
soca em junho de 2013. Os parametros de qualidade foram mensurados a partir de
amostras de 10 de colmos de cana-de-agucar coletadas de cada material, de acordo
com os métodos descritos no guia CONSECANA (2006).

A andlise de variancia referente aos dados da cana planta e a cana soca foram
realizadas no programa estatistico SAS (SAS INSTITUTE, 2008). Estes tiveram as
médias ajustadas e comparadas pelo teste-T.A andlise de variancia foi conduzida para
detectar os efeitos entre os blocos e acessos como também para estimar o coeficiente
de variacéo (CV%).

Anélise de agrupamento e componentes principais

Os dados referentes aos componentes de producao e parametro de qualidade
obtidos anteriormente foram analisados por meio de estatistica na tentativa de se
entender melhor o comportamento dos acessos em campo. Para obter os valores
genotipicos a serem utilizados nas analises de agrupamento e de componentes
principais, os dados fenotipicos foram primeiramente analisados, considerando
abordagem de modelos mistos. O modelo estatistico adotado, no qual variaveis
sublinhadas foram consideradas aleatérias foi: Yijk = U+ bjx + by + gi + ghur + &ijiks
em que y;ji € o valor da observacéo referente ao genétipo i (comi = 1, ...,n), no bloco
j(comj =1,2,3), nocorte k (com k = 1, 2); u € uma constante; h; € o efeito de cortes;
b, € o efeito de blocos dentro de cortes; 9i € o efeito de gendtipos; ghix € o efeito da
interacéo entre genotipos e cortes; ¢;;, € 0 erro experimental.

Utilizando notacdo matematica semelhante a adotada por Eckermann et al.
(2001), Verbyla et al. (2003), Boer et al. (2007) e Pastina et al. (2012) os n genaotipos

foram divididos em dois grupos, acessos e testemunhas, com n, e n;, genétipos,
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respectivamente, sendo n =n, +n,. Desse modo, o efeito de gendtipos g; foi

composto pelos efeitos aleatorio de acessos (a;) e fixo de testemunhas (t;), enquanto
o efeito da interacdo genotipos x cortes resultou da soma dos efeitos aleatério da
interacdo acessos x cortes (ah;y) e fixo da interagéo testemunhas x cortes (th;,). Para
cada caréter avaliado, foram testadas diferentes estruturas de matrizes de variancias
e covariancias associadas aos efeitos genéticos aleatorios e aos efeitos aleatérios
residuais. Os modelos mistos testados, por carater, foram comparados pelos critérios
de Akaike - "Akaike Information Criteria" - AIC (AKAIKE, 1974) e Bayesiano -
"Bayesian Information Criteria" - BIC (SCHWARZ, 1978). Com base no modelo misto
selecionado por caracteristica estudada, foram obtidos os preditores BLUPs ("Best
Linear Unbiased Predictiors") dos efeitos aleatorios dos acessos e 0s estimadores
BLUES ("Best Linear Unbiased Estimators") dos efeitos fixos das testemunhas. Esses
BLUPs e BLUEs foram utilizados nas analises multivariadas descritas posteriormente.
As andlises de modelos mistos foram realizadas no programa GenStat Discovery
(PAYNE etal., 2011), com uso do método de maxima verossimilhanca restrita (REML).

Com base nos BLUPs e BLUESs obtidos nas anélises de modelos mistos, foram
realizadas as analises multivariadas (SNEATH; SOKAL, 1973; MANLY, 2004) entre
0s gendtipos (acessos e testemunhas), considerando tanto os caracteres relacionados
aos componentes de producéo (A, COLMOS, DM10 e PC10), quanto os tecnoldgicos
(Brix, PBU, Fibra e Pol).

Primeiramente, calculou-se a matriz de distancias euclidianas entre pares de
genotipos, a partir da qual foi realizada a analise de agrupamento UPGMA
("Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean"), visando identificar se existe
algum padrdo de variabilidade entre gendtipos em funcdo das caracteristicas
avaliadas.

Adicionalmente, foi feita a analise de componentes principais (ACP), com base
em matriz de correlacéo entre caracteres, para verificar se 0s genétipos tendem a se
agrupar e quais as variaveis mais influentes na determinagédo desses grupos, o que
pdde ser visualizado por meio de grafico tipo "biplot" (GABRIEL, 1971). Todas as
analises multivariadas foram realizadas com uso do software estatistico R (R Core
Team, 2013).
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Resultados e Discussao

Caracterizacdo morfologica

Para a maioria dos acessos analisados, o0 habito de crescimento da touceira foi
do tipo decumbente (Figura 1). Esse tipo de habito de crescimento ndo € interessante
atualmente uma vez que materiais de habito pouco ereto podem gerar impactos
negativos na colheita mecanizada da cana-de-agUcar, isso porque junto ao corte
desses materiais sd0 agregadas impurezas minerais.

Para o carater morfolégico, intensidade de perfilhamento, a maioria dos
acessos recebeu nota minima (Figura 1) que significa baixa intensidade de
perfilhamento embora nesse trabalho tenha sido possivel verificar uma amplitude
grande em numeros de perfilho. Exemplares de S. spontaneum apresentaram o maior
grau de perfilhamento, fato extremamente interessante para o melhoramento da cana-
de-acucar visando o incremento de biomassa. Para o comprimento dos entrends
medido no terco médio, verificou-se que a maior parte dos acessos estudados
receberam nota 3 sendo classificado como curto. Entrend curto é uma caracteristica
muito presente em materiais considerados mais antigos. A grande vantagem da
ocorréncia de entrends de tamanho médio a longos esta ligada a presenca de maior
guantidade de caldo e consequente facilidade de extracdo do mesmo nas usinas bem
como ocorréncia de porte mais ereto em relagéo a materiais de colmos curtos.

Para o carater saliéncia da gema no né, a maioria dos genétipos foi classificada
com pouca saliéncia da gema (Figura 1). Plantas com gemas pouco salientes
apresentam mais resisténcia a danos ao plantio mecéanico da cana. Quanto mais
embutida for a gema menor sera o dano causado no replantio, seja esse causado pela

acdo mecanica dos implementos agricolas ou por intemperes ambientais.
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Figura 1 — Distribuicdo dos caracteres morfoldégicos dos acessos do Complexo
Saccharum

Atributos de qualidade e de producdo

De acordo com a analise de variancia e Teste F, o efeito de bloco, nao foi

significativo para os atributos analisados, exceto para o peso de 10 canas (PC10) e

para numeros de colmos (COLMOS) na cana planta (P<0,05), o que indica que alguns

blocos podem ter melhores condi¢des que outros influenciando, portanto, o peso e 0

namero de colmos (Tabela 2). O efeito gendtipo encontrado entre os acessos foi

altamente significativo (p <0,01) para todas as caracteristicas analisadas nas duas

épocas de avaliacdo. Os coeficientes de variagdo observados neste trabalho indicam

uma boa qualidade do experimento, exceto para numeros de colmos e peso de 10

canas. Segundo Pimentel Gomes (1985), coeficientes de variacdo de ordem 10 a

20%, garantem uma boa precisao experimental em dados dependentes dos estandes.

Altos valores de coeficientes de variagdo (CV) para o parametro nimero de colmos €
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comumente encontrado na literatura. Leite (2010) encontrou resultados semelhantes
em seus estudos com numero de colmos, afirmando que estes componentes sao
fortemente influenciados por flutuacbes ambientais. Além disso, de acordo com
Perecin e Candido (2007) o atributo nimero de colmos por touceira tem distribuicéo
esperada similar a Poisson, neste caso o CV esperado para o numero de colmos seria
24% para cana planta e 16% para cana soca uma vez que este CV em Poisson &

calculado da seguinte forma CVesperado = (? ) x 100 onde A = média. O aumento de

repeticdes em ensaios desse tipo pode ser uma alternativa viavel para a diminuicdo
de altos coeficientes de variacdo. Além disso, materiais pouco melhorados
geneticamente, como os estudados neste trabalho, sdo considerados mais sensiveis
as intempéries ambientais. Acessos mais antigos sofrem maior variacdo entre blocos
mesmo quando realizados experimentos com alta precisédo. Isso acontece devido a
falta de uniformidade desses materiais que néo foram direcionados por nenhum tipo
de selecdo, dessa forma, no experimento podem existir gendtipos altamente
influenciados pelo ambiente. Coeficientes de variacdo mais baixo, 18,88%, foram
sugeridos por Khan, Igbal e Sultan (2007) em seus experimentos com S. officinarum.
Govindaraj et al (2014), encontraram o CV de 15,72% para niumero de colmos em
seus estudos com S. spontaneum. Tanto Khan, Igbal e Sultan (2007) quanto
Govindaraj et al (2014) utilizaram poucos acessos para a realizagdo do experimento
limitando a variabilidade apenas a uma espécie (S. officinarum ou S. spontaneum) o
gue, sem duvida, contribui para a diminui¢cdo das variagdes no experimento.

Dados como amplitude e média dos atributos analisados podem ser
encontrados na Tabela 3.

O carater numeros de colmo apresentou a variagdo 1 a 97 em cana planta e
de 1 a 280 em cana soca (Tabela 3, Figura 2), ainda que a maioria dos individuos teve
namero de colmos variando entre 3 a 23 tanto para cana soca quanto para cana
planta. Nair, Balakrishnan e Sreenivasan (2008) relataram em seus trabalhos com
hibridos exdticos de cana, o nimero de colmos variando de 13,8 a 17,0. Esse valor
aproxima -se da média sugerida nesse trabalho. Kashif e Khan (2007) relataram uma

amplitude de 7.3 a 10 colmos em seus estudos com S. officinarum.
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Figura 2 - Distribuicdo de frequiéncia dos componentes de componentes de producao:
a) altura da touceira, b) niumero de colmos por parcela, c) diametro médio de 10
colmos, d) peso de 10 colmos; e parametros de qualidade:e) Brix, f) Pol e g) Fibra) em
cana planta e soca.
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A grande amplitude no nimero de colmos encontrada entre 0s acessos do
Complexo Saccharum se deve a diversidade de acessos e principalmente a presenca
de acessos de S. spontaneum que apresentam grande capacidade de perfilhamento
e rebrota sendo esse fato evidentemente visivel na cana-soca.

Em relacéo a altura média da touceira (Tabela 3, Figura 2), para cana planta,
houve uma variacdo de 0,2 a 2,5 m de maneira que a maioria dos acessos apresentou
altura entre 1,2 e 1,5 m. Em cana soca a variacao foi de 0,3 a 3,3 m sendo que a
maioria dos acessos encontraram-se entre 1,8 e 2,1 m de altura. Esse elevado
crescimento da cana soca pode ser explicado pelas condigbes climaticas mais
favoraveis ocorridas no periodo de crescimento. Nos experimentos de Todd et al.
(2014), em Miami com acessos selvagens de cana a variacdo de altura da média da
touceira foi de 0,71 a 1,74 m com média de 1,43. Nos dados de Nair, Balakrishnan e
Sreenivasan (1998) a variacao na altura das plantas foi de 2,06 a 3,7m. Para Kashif e
Khan (2007) a amplitude da altura encontrada nos acessos de S. officinarum
estudados foi de 0,98 a 1,49. Nos trabalhos com S. spontaneum de Govindaraj et al
(2014), a altura variou de 0,9 a 1,75. A diferenca entre os valores extremos
encontrados por esses autores citados quando comparado com os dados aqui
apresentados e com os trabalhos de Todd et al. (2014) se deve ao fato de Nair,
Balakrishnan e Sreenivasan (1998) utilizarem materiais hibridos, que possivelmente
passaram por selecdo, Govindaraj et al (2014) utilizarem somente acessos de S.
spontaneum e Kashif e Khan (2007) utilizarem somente acessos de S. officinarum.
Nos dados aqui produzidos, 0s acessos que apresentaram baixa altura tiveram forte
influéncia ambiental seja ela por meio de estresse abidticos, como a falta de chuva,
até ataque por pragas. O clima diferenciado do Brasil, assim como, a diversidade dos
acessos deste trabalho podem explicar os resultados pouco semelhante aos trabalhos
anteriormente citados.

Para diametro do colmo, a variacdo em cana planta foi de 8,9 a 39,6 mm, sendo
gue a maioria dos acessos apresentou diametro médio ente 22 e 25 milimetros para
este mesmo periodo (Tabela 3, Figura 2). Em cana soca, a variagdo de diametro foi
de 7,7 a 40,4 mm sendo a maioria dos acessos enquadrados na classe de 25 a 28
milimetros. De acordo com Todd et al. (2014), o maior valor de diametro ocorrido em
seus trabalhos foi de 25,81 milimetros e a média entre as medidas 23,34 milimetros.
Para Nair et al. (1998), acessos hibridos antigos tiveram variacdo de diametro de 19
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a 24 milimetros. Esses valores sugeridos sao proximo aos encontrados para a maioria
dos acessos aqui estudados.

O peso de 10 canas variou entre 1 e 20,6 kg em cana planta e de 0,76 a 24,2
kg em cana soca, sendo que a maioria dos genotipos teve seu peso variando de 4 a
6 kg em ambos os periodos de corte (Tabela 3, Figura 2). Nos trabalhos de Nair,
Balakrishnan e Sreenivasan (1998) com hibridos exéticos a variagdo desse caractere
foi de 9 a 12 kg. Nair e Sreenivasan (1992) em seus estudos com germoplasma de S.
officinarum encontraram valor médio de 8 quilos. Neste caso, também a variabilidade
existente entre os acessos desse trabalho gerou uma variagéo de peso maior do que
as sugeridas pelos autores anteriores.

Os atributos Pol e Brix decairam de uma época de avaliacdo para outra, como
ja era esperado (Tabela 3, Figura 2). Os dados de Pol em cana planta variaram entre
1,9 a 17,3(%) sendo que a maioria dos gendétipos apresentou valor de Pol entre 10 a
12% neste ciclo de corte. Para cana soca o valor variou de 0,81 a 16,8% e a maioria
dos acessos tiveram valores entre 8 e 10% para esta carateristica neste periodo. O
Brix para cana planta variou de 2,9 a 20,6 em cana planta e de 1,2 a 19,7 em cana
soca. Para o ciclo periodo, a maioria dos individuos tiveram o Brix variando de 14 a
16 enquanto no segundo ciclo esse valor variou de 10 a 12. Para Nair, Balakrishnan
e Sreenivasan (1998), o parametro Pol variou de 14,5 a 17,8 enquanto o Brix variou
de cerca de 14, a 19,1, ambos os valores sdo proximos aos sugeridos neste trabalho.
Para Kashif e Khan (2007), os acessos de S. officinarum de seus estudos
apresentaram o Pol variando de 18,1 a 19,2 e o Brix entre variou de 17 a 20,2. Para
Nair e Sreenivasan (1992) para S. officinarum a média obtida do Pol foi de 15,4 e do
Brix, 17,8. Os dados sugeridos por esses autores apresentam valores proximos aos
aqui relatados

Apesar de o aumento na magnitude da amplitude da caracteristica contetudo de
fibra de cana planta para cana soca (10,7 a 23,4 para planta e 8,9 a 25,7 para soca),
a maioria dos individuos em cana planta apresentaram 12 a 14% de fibra em sua
composicdo enquanto em cana soca de 10 a 12% do seu contetudo em fibra.

Em relacdo ao Teste—T de comparacao de médias dos parametros estudados
(Apéndice 1) alguns genadtipos merecem destaque. O gendtipo SES205A se destacou
dos demais na cana planta sendo estatisticamente diferenciado como o maior produtor
de colmos neste periodo de plantio. Para o diametro médio do colmo e peso de dez
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colmos, o acesso MZ151 foi diferenciado estatisticamente dos demais em cana soca.
Nos trabalhos de Todd et al. (2014), acessos de S. officinarum foram caracterizados
como possuidores de maior diametro de colmo entre todos os acessos do banco de
germoplasma de Miami, sendo essa diferenca mantida em varios periodos do ano.
Segundo os autores ainda entre os acessos estudados os de S. spontaneum s&o 0s
gue apresentam menor diametro, esta informacdo € corroborada pelos dados
sugeridos no Apéndice 1. De acordo com Ferreira et al. (2007) dados como diametro
e numero de colmos sao ideais para a escolhas de familias com elevada producao
agricola. De acordo com Aitken et al (2008) e Milligan et al (1990) o diametro de
colmos é considerado uma informacédo importante para os estudos de comportamento
em campo dos materiais sendo mais efetivo que a caracteristica, comprimento haste,
em relacdo a determinacédo do peso dos colmos, independentemente da idade da
cultura. Além disso, os mesmos autores afirmam que a selecdo para aumento do teor
de sacarose deve enfatizar o aumento da concentragéo de colmos.

O gendtipo Badila apresentou o maior valor de Pol e maior Brix entre todos 0s
acessos estudados mostrando média ajustada diferenciada estatisticamente dos
demais acessos, tanto em cana planta como em cana soca. Para fibra merece
destaque o acesso de Erianthus, 721109, em cana soca. Grande numero de acessos
de S. officinarum estéao entre os maiores produtores de Pol e Brix enquanto 0s acessos
de Erianthus e S. spontaneum apresentaram baixo valor destes parametros. Para
fibra, as melhores médias foram encontradas entre acessos de Erianthus e S.
spontaneum sendo que acessos de S. officinarum apresentaram baixo valor desta
caracteristica.

Informacdes como as relatadas acima sdo de grande importancia para o

melhoramento de cana.

Selecdo de modelos para a analise de agrupamento e dos componentes principais

Para cada carater avaliado, foi selecionado o melhor modelo, dado pela
combinacdo das matrizes de variancia e covariancia genética (VCOV;) e residual
(VCOVg). Como existe um numero limitado de parametros que pode ser estimado a
partir de um experimento, se a selecao de modelos for feita primeiramente em relacéao

a VCOVg, podera haver restricdo no numero de modelos que poderiam ser testados
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para selecionar a matriz VCOV,;, o que ndo seria interessante, uma vez que em
programas de melhoramento genético, a variacao genética é prioritaria em relagéo a
variacao residual. Assim, para cada carater, optou-se por selecionar a matriz VCOV,
previamente a matriz VCOVy,

Desse modo, apos testar diversos modelos de matrizes de variancias e
covariancias associadas aos efeitos aleatorios de gendétipos (VCOV;), o modelo
indicado como sendo o melhor, pelos os critérios AIC e BIC, foi coincidente para todos
os caracteres. De acordo com os resultados, a matriz VCOV,; associada aos efeitos de
gendtipos combina matriz identidade para blocos e uma matriz ndo-estruturada para
cortes. Isso significa que existe heterogeneidade de variancias entre os efeitos de
gendtipos em funcao de cortes, bem como existe correlacéo dentro de genadtipos entre
cortes.

Em seguida, procedeu-se a selecdo entre modelos de matrizes variancias e
covariancias residuais VCOVy, feita com base no critério AIC, uma vez que nem
sempre os critérios AIC e BIC foram concordantes em termos de selecdo de modelos,
fazendo-se necessario optar por um deles. Para altura de plantas, a matriz VCOVy
combinou matriz identidade associada aos efeitos cortes e matriz diagonal associada
aos efeitos de blocos, indicando que ha heterocedasticidade entre efeitos residuais
em fungéo dos blocos.

No caso dos carater numero de colmos, a matriz VCOV; combinou matriz
identidade associada aos efeitos de blocos e matriz ndo-estruturada referente aos
efeitos de cortes, o que significa que houve heterogeneidade de variancias residuais
em funcao dos cortes e que ha correlacdo de efeitos residuais entre cortes. O mesmo
padrao foi observado para o carater peso de dez colmos.

Para os demais caracteres, a matriz VCOV; combinou de matrizes identidades
associadas a efeitos de blocos e de cortes, podendo-se assumir que homogeneidade
de variancia residual e independéncia entre residuos.

Assim, para cada carater, a partir dos modelos selecionados, dados pela
combinacao de VCOV; e VCOVy, foram obtidos os BLUPs dos acessos e BLUEs das
testemunhas, os quais foram utilizados nas analises de agrupamento e de

componentes principais.
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Andlise de agrupamento

Em relacdo & estimativa da distancia euclidiana, a média encontrada entre
acessos foi 55,8. A menor distancia euclidiana observada entre pares de genotipos
(4,03) ocorreu entre os acessos NG2117 e 1J76418 Red, enquanto a maior (180,22)
entre os gendtipos Badila e 721109. De acordo dendrograma (Figura 3) gerado pelo
método UPGMA, é possivel notar a formacéo de dois grandes grupos: o primeiro (G1)
composto por US 57-141-5, Cana Alho, 1J76-293, Krakatau, IS 76-155, IN 84-88,
721109, 57NG-12, IN84-82, IN84-58, SES205A e o segundo (G2), contendo todos os
demais genotipos. O grupo G1 é formado, em sua maioria, por individuos de espécies
diferentes de S. officinarum, incluindo acessos de S. spontaneum, S. robustum e
Erianthus. Considerando a distancia euclidiana média como ponto de corte no
dendrograma, trés subgrupos estéo incluidos em G1: G1.A (US 57-141-5, Cana Alho,
1J76-293, Krakatau, IS 76-155, IN 84-88), G1.B (721109, 57NG-12) e G1.C (IN84-82,
IN84-58, SES205A). O grupo G1.A é formado por acessos de S. officinarum, S.
robustum e S. spontaneum. O subgrupo G1.B é formado pelas espécies Erianthus
com um exemplar da espécie de S. robustum. O subgrupo G1.C engloba apenas
acessos de S. spontaneum. Quatro subgrupos sédo formados também em G2 sendo
G2.A (NG 21-17, 1J76-418 Red, Zapilota, Badila de Java, T2, 1J76-560, Uba-
Demerara, 1J76-326, IS 76-116, IN84-106, NG57-213, 1J76-325, NG57-6, NG2121,
NG5750, RP8, Sac offc. 8276, Formosa, White transparente, Sac offc. 8284, Pitu,
IN84-105), G2.B (T1, Ganda Cheni, Chin, US851008 e Chunnee), G2.C (Lousiana
Sempeol, Caiana, 1376313, IM76229, 176566, MZT151, NG7718, Caiana Verdadeira,
1J76-317, Fuji 19, Sabura, Manteiga, Caiana Fita, Caiana Riscada, Ajax, IN84126,
Ceram Red e NG57-221) e G2.D (Badila). O acesso Badila apresentou a maior
diferenciacao dos demais.
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Figura 3-Dendrograma da analise de agrupamento UPGMA utilizando a distancia
Euclidiana para os caracteres agronémicos: altura das plantas (A), nimero de colmos
(NCT), didametro meédio de colmos (DM), peso de dez colmos (PC10), brix no caldo
(grau brix), peso de bolo imido (PBU, t ha't), contetdo de fibra no bagaco (F, %), pol
na cana (%) e conteudo de agucares totais recuperaveis por tonelada de cana

De acordo com o dendrograma (Figura 3) gerado pelo método UPGMA, a
menor distancia entre os individuos ocorreu entre acessos de mesma espécie (S.
officinarum) e pode ser explicada pela pouca variabilidade existente em
termosfenotipicos. A maior distancia observada foi entre os acessos Badila e 721109,
0 que pode ser explicado pelas diferencas morfologicas entre esses individuos que
séo pertencentes a géneros diferentes. O acesso Badila é tipicamente um exemplar

de S. officinarum, caracterizado pela grande quantidade de acucar e pelo maior
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didmetro dos colmos, enquanto o individuo 721109 é pertencente ao género Erianthus
caracterizado pelo seu baixo porte, colmos de diametro mais finos, baixa quantidade
de acucar e alto teor de fibra.

O grande contraste entre os diversos genotipos (Figura 3) pode estar
relacionado com as diferencas fisiol6gicas e morfolégicas entre acessos de diferentes
géneros e espécies existente no experimento. Espécies como S. spontaneum e
Erianthus apresentam grande quantidade de perfilhos quando comparados aos
demais individuos. Apesar do numero limitado de acessos diferentes de S.
spontaneum no experimento, foi possivel observar diferentes subgrupos. Mesmo
diante dos poucos estudos relacionados a dados agronémicos nesta espécie (S.
spontaneum), é possivel observar uma determinada diversidade fenotipica entre os
genétipos que permitem a separacdo dos mesmos em diversos grupos
(GOVINDARAJ et al., 2014). O mesmo fato pode ser observado em relagdo a S.
officinarum. Apesar de o0s acessos dessa espécie serem considerados menos
diversos entre si, no presente trabalho foi possivel observar uma quantidade
consideravel de subgrupos em S. officinarum. Essa informagdo corroborada os
resultados de Nair e Sreenivasan (1992) que estudaram caracteres agrondémicos para
acessos dessa espécie de diferentes regides do mundo. Segundo os autores, a
diversidade de S. officinarum é evidente até mesmo dentro de grupos geogréficos,
uma vez que acessos oriundos de uma mesma regido apresentam individuos
alocados em diferentes grupos geogréficos, sendo essa informacédo valida também
para genotipos de regides onde acredita-se que a cana foi originada.

Além disso, fatores biolégicos podem atuar de maneira diferente nos diversos
acessos e especies do Complexo Saccharum, por exemplo, danos causados por
estresse bidtico e abitético (como ocorréncia de secas, ataques de formigas e
cigarrinha) em genomas mais antigos (mais suscetiveis) como por exemplo acessos
os de S. officinarum podem afetar diretamente o crescimento e, consequentemente, a
altura da planta, gerando valores muito contrastantes mesmo entre acessos de

mesma espécie alocando-os separadamente.

Componentes principais
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De acordo com os resultados os dois primeiros componentes principais foram
explicaram cerca de 83% da variacdo observada entre gendtipos avaliados (Figura 4,
Tabela 4). O primeiro componente principal (CP1) reteve 66,2% da variancia original
(Figura 4, Tabela 4, Tabela 5), sendo que os caracteres ATRt, Pol, DM, Brix e PC10
correlacionam-se positivamente com este eixo (0,3080 < < 0,3710), enquanto Fibra,
PBU e Colmos correlacionam-se negativamente com o mesmo (—0,3744 <+ <
—0,3272), ou seja, gendtipos alocados a direita nesse eixo como S. officinarum 8276,
S. officinarum 8284, Badila e White Transparent apresentam maior concentracéo de
acucar, peso e diametro médio de colmos e menores concentracao de fibras, peso de
bolo tmido e nimero de colmos, ao contrario de gendtipos alocados a esquerda em
relacdo a esse eixo, como SES205, IM84-58, 721109, Krakatau, IN84-82, IS76-155,
gue tém baixa concentracdo de agucares (ATRt, Pol, Brix), colmos mais finos e leves,
embora em maior nimero, altos PBU e teor de fibra. A caracteristica altura das plantas
pouco influenciou na distin¢cdo dos genétipos (Tabela 5) em relacédo a esse eixo. Com
excecdo da altura das plantas, pouco correlacionada com esse eixo, 0s demais
caracteres apresentam correlagcdes com magnitudes similares em relacdo ao mesmo
eixo. O carater altura de planta, que pouco influencia a distribuicdo dos genétipos em
relacdo ao CP1 (& = —0,0796), é 0 que apresenta a maior correlacdo, em termos de
magnitude, com CP2, (#+ = —0,7325). O carater DM é o Unico que se correlaciona
positivamente com esse eixo (# = 0,2129). Gendtipos localizados na parte inferior do
grafico tendem a apresentarem touceiras mais altas, como Badila e IN84-105, ao
contrario de acessos como Ceram Red, Ajax, 1J76313 e Cana Fita, entre outros, que

merecem destaque por apresentarem menor porte.
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Figura 4. Biplot com dispersao dos acessos antigos de cana-de-agucar em funcéo dos
componentes principais: CP1 x CP2 e projecéo dos vetores das variaveis: altura das
plantas, nimero de colmos, diametro médio de colmos (DM), peso de dez colmos
(PC10), brix no caldo (%), peso de bolo umido (PBU), conteudo de fibra no bagacgo
(%), pol na cana (%) e conteudo de acucares totais redutores por em tonelada de
cana.
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Tabela 4 — Valores das porcentagens das variancias observadas entre 0os genotipos,
desvio padréo e propor¢cao cumulativa explicada por cada componente principal.

Componentes CP1 CP2 CP3 CP4 CP5 CP6 CP7 CP8 CP9
Desvio-padréo 2,4414 1,2202 0,9607 0,6032 0,4594 0,1958 0,1195 0,0148 1,0156.10°
Proporcéo da 0,6623 0,1654 0,1025 0,0404 0,0235 0,0043 0,0016 2,4310.10* 1,1461.107

variancia
Proporcao 0,6623 0,8277 0,9303 0,9707 0,9941  0,9984 ~1 ~1 1
cumulativa

Tabela 5 - Correlacao entre as variaveis e os componentes principais (CP). Sendo as
variaveis: altura das plantas, numero de colmos, diametro médio de colmos (DM),
peso de dez colmos (PC10), brix no caldo (%), peso de bolo umido (PBU), contetdo
de fibra no bagaco (%), pol na cana (%) e contetdo de acUcares totais redutores por
tonelada de cana.

PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6 PC7 PC8 PC9
Altura -0.0796 -0.7325 -0.3363 0.1282 -0.4840 -0.3024 -0.0425 -0.0052 -0.0005
Colmos -0.3272 -0.3214 -0.1638 0.3908 0.7783 -0.0405 0.0521 -0.0043 0.0001

DM 0.3513 0.2129 -0.3779 -0.2847 0.2687 -0.7233 -0.1096 -0.0096 -0.0007
PC10 0.3080 -0.1821 -0.5822 -0.3865 0.1483 0.5888 0.1222 0.0046 0.0005
Brix 0.3363 -0.3139 0.4141 -0.1572 0.1200 -0.1512 0.7441 -0.0347 -0.0004
PBU -0.3743 -0.1552 0.1555 -0.5366 0.0861 -0.0482 -0.1194 -0.0002 0.7069
Fibra -0.3744 -0.1549 0.1554 -0.5362 0.0863 -0.0469 -0.1192 0.0116 -0.7073
Pol 0.3705 -0.2595 0.2835 0.0102 0.1350 0.0818 -0.4696 -0.6851 -0.0058

ATRt 0.3710 -0.2602 0.2797 0.0124 0.1353 0.0550 -0.4072 0.7274 0.0060

Os caracteres positivamente correlacionados com o componente principal 1
(CP1) estéo interligados com a alta producao de aglcar, enquanto 0s que apresentam
correlacdo negativa estdo associados a baixa quantidade de acucar e alta presenca
de fibras. Santchurn et al. (2012) encontraram resultados semelhantes em relacéo a
correlacdo negativa entre teor de sacarose estimado (Brix e Pol) e fibra, e entre o
diametro da cana e numero de colmos. Os gendtipos que se concentram no lado
esquerdo desse eixo, como IN84-82, IN84-58, SES 205 A, Krakatau, 721109 e 1S76-
155 e que pertencem ao primeiro grupo (G1) do dendrograma obtido com distancia
euclideana, sdo em sua maioria acessos de S. spontaneum (IN84-82, IN84-58, SES
205A, Krakatau), que notoriamente apresentam pouca quantidade de acucar, além do
acesso de Erianthus (721109) e um anico individuo de S. officinarum (IS76-155).0
acesso 1S76-155 indicou um comportamento diferente do esperado. Apesar de se
tratar de uma espécie classificada como S. officinarum este individuo apresentou

caracteristicas semelhantes a S. spontaneum. Portanto, neste caso, para esse
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acesso, pode ter ocorrido um erro na classificacdo do material, ou troca do mesmo
durante os procedimentos de manutencgao realizado no banco de germoplasma.

A maioria dos acessos de S. officinarum, bem como hibridos mais antigos e as
variedades modernas usadas como testemunha concentram-se na area direita do
grafico. Esses materiais sdo caracterizados pela alta concentragdo de agucar em seus
colmos bem como altura e diametro do colmo relativamente maiores quando
comparados a exemplares de Erianthus e S. spontaneum. Em campo, foi possivel
observar que o gendtipo Ceram Red foi altamente suscetivel a doencas. Essa pouca
resisténcia a estresses bioticos e abibticos dos acessos mais antigos a campo também
tem dificultado a manutencdo dos mesmos nos bancos de germoplasma, acarretando
no aumento dos cuidados e gastos para a perpetuacao dos mesmos.

Informacdes contidas no grafico podem ser importantes na escolha de
genitores para futuros cruzamentos, buscando incrementar diferentes caracteristicas
nas novas variedades. O posicionamento dos diferentes acessos pode sugerir futuras
combinacdes de genitores.

Dutra Filho et al. (2011) comentam que estudos deste tipo em cana-de-agUcar
sdo de grande eficiéncia na escolha de gendétipos divergentes para futuro
cruzamentos, uma vez que permitem a visualizagao mais simples de dados agrupados
facilitando a sugestéo de genitores de alta performance para futuros cruzamentos e
contribuindo para a menor degenerescéncia varietal dessa espécie.

Programas de melhoramento que dispdem de analises moleculares poderao
usar esses dados para apoiar as informac¢des obtidas na analise multivariada.
Caracteristicas observadas no campo atreladas as informacfes de diversidade
genética entre 0s acessos poderdo permitir, no futuro, cruzamentos mais promissores

e efetivos, economizando custos e tempo nos programas de melhoramento genético.

Conclusao

A caracterizacdo fenotipica de gendtipos do Complexo Saccharum permitiu
diferenciar os diversos acessos. Acessos de S.spontaneum e Erianthus apresentaram
comportamento diferenciado em todas as analises de dados fenotipicos. O
Componente Principal 1 (CP1) tem valores positivos para atributos relacionados &
producdo de acgucar, enquanto o Componente Principal 2 (CP2) é fortemente
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influenciado pela altura. A analise fenotipica de acessos selvagens pode favorecer a
compreensao dos proce -dimentos ideais realizaveis ex situ para a manutencao dos

acessos nos bancos.
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Tabela 1A -Comparacdo de médias entre acessos de cana-de-acgucar pelo
Teste T (LSD) referente a altura média da touceira em cana planta e cana soca. *
Médias com a mesma letra ndo sao significativamente diferentes; AM: médias ajustadas da

altura média da touceira.

Teste T — Cana Planta

Teste T— Cana Soca

AM Geno6tipo AM Genoétipo

A 23 IN8482 A 29 BADILA
A-B 23 T1 A-B 25 IN8482
AC 23 T2 AB 24 T1
A-D 22 BADILA A-B 24 IM76-229
A-E 21 IN84105 A-B 2.4 IN8488
A-E 2.1 MANTEIGA B-C 2.3 CANAALHO
A-F 2 NG576 B-C 2.3 NG576
A-G 1.9 CHUNEE B-C 23 IN8458
A-G 1.9 NG2121 B-C 2.2 NG2121
A-G 1.8 CANAALHO B-C 2.2 KRAKATAU
A-G 1.8 NG5750 B-C 2.2 UBADEMERARA
A-G 1.8 IN8488 B-C 2.2 1376293
A-H 18 1376293 B-D 2.1 T2
A-H 1.8 IM76-229 B-E 2.1 IN84105
B-I 1.7 RP8 B-F 2.1 CHUNEE
B-J 1.7 1376326 B-G 2 RP8

B-J 1.7 SACOFFC8276 B-G 2 US571415
c-J 17 IN8458 B-H 2 1IS76155
D-K 1.6 SACOFFC8284 B-l 2 721109
D-K 1.6 1376566 B-l 2 NG5750
E-K 1.6 Us851008 B-J 1.9 57NG12
E-K 15 1376418RED B-J 1.9 CHIN
E-M 1.5 NG2117 B-J 1.9 US851008
E-M 1.5 PITU B-J 1.9 1IJ76418RED
E-M 1.5 WHITETRANSPAREN | B-J 1.9 MZ151
E-M 1.5 GAMDACHENI B-K 1.8 NG2117
E-M 1.5 KRAKATAU C-K 1.8 WHITETRANSPAREN
E-M 1.5 1376317 C-K 1.8 1376326
E-M 1.5 CAIANAFITA C-K 1.7 SABURA
E-M 1.5 SES205A C-K 1.7 SACOFFC8276
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Continuacao...

Tabela 1A -Comparacdo de médias entre acessos de cana-de-acUcar pelo Teste T
(LSD) referente a altura média da touceira em cana planta e cana soca. * Médias com
a mesma letra ndo sao significativamente diferentes; AM: médias ajustadas da altura média
da touceira.

Teste T — Cana Planta Teste T — Cana Soca
AM Genétipo AM Genétipo

E-M 1.5 LOUSIANASEMP C-K 1.7 SES205A
E-M 15 NG7718 C-K 1.7 F1J119
E-M 15 1376560 C-K 1.7 GAMDACHENI
E-M 14 FORMOSA D-K 1.6 SACOFFC8284
E-M 14 CHIN D-K 1.6 PITU
E-M 14 CAIANA E-K 1.6 1376317
E-M 14 F1J119 F-K 15 MANTEIGA
E-N 1.3 UBADEMERARA G-L 15 NG57221
E-N 1.3 CAIANARISCADA | G-L 14 1376325
E-N 1.3 US571415 G-L 14 1376566
E-N 1.3 1376325 H-L 14 NG57213
E-N 1.3 SABURA H-L 14 BADILAJAVA

E-N 1.3 CAIANAVERDADEIR| I-L 1.4 FORMOSA

F-N 1.3 57NG12 JL 13 CAIANA
G-N 1.2 IN84106 JL 13 1376560

L-N 1.2 AJAX J-L 12 LOUSIANASEMP
L-N 1.2 IS76116 JM 1.2 CAIANAFITA
L-N 11 ZAPILOTA K-M 1.1 NG7718

L-N 1.1 NG57213 K-M 1.1 IN84126

L-N 11 IN84126 L-M 1.1 1376313

L-N 1.1 NG57221 L-M 1 CAIANARISCADA
L-N 1.1 Mz151 L-M 0.9 AJAX

L-N 1.1 IS76155 L-M 0.9 IN84106

L-N 1.1 721109 M 0.2 CERAMRED
L-N 1 BADILAJAVA

M-N 0.8 CERAMRED

N 0.7 176313
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Tabela 2A — Comparacao de médias entre acessos de cana-de-acucar pelo Teste T (LSD)
referente ao nimero de colmo touceira em cana planta e cana soca. * Médias com a mesma
letra ndo séao significativamente diferentes; NC= médias ajustadas do nimero de colmos

Teste T- Cana Planta

Teste T- Cana Soca

NC Genotipo NC Genotipo

A 75.4 SES205A A 185.0 IN8458

B 57.0 IN8482 A-B  173.0 SES205A

C 37.7 IN8458 B 147.0 IN8482

C 363 CHUNEE C 103.7 I1S76155
C-D 343 Us851008 C 102.0 KRAKATAU
C-D 34.0 I1S76155 C-D 873 IN8488
C-D 34.0 1376293 C-E 817 CHUNEE
C-D 337 IN8488 C-E 793 Us571415
C-D 33.0 KRAKATAU C-F 687 721109
C-E 29.0 CANAALHO D-G 58.7 US851008
C-F 28.0 T1 D-H 54.6 57NG12
C-G 277 IN84105 F-H 47.7 T1
C-G 26.0 T2 F-H 40.7 IN84105
C-G 247 CHIN F-H 37.7 CHIN
C-H 24.0 1376326 F-H 35.5 GAMDACHENI
D-I 20.3 RP8 F-H 34.0 CANAALHO
D-l 18.7 WHITETRANSPARENT | G-H 32.7 1376293

D-I 18.6 57NG12 G-H 31.0 T2

F-1 17.7 PITU G- 28.0 UBADEMERARA
F1 177 SACOFFC8284 G-H 27.0 1376326

F-1 17.7 UBADEMERARA G-H 25.7 NG2121

F-1 17.3 NG576 G-H 24.7 RP8

F-1 15.0 NG5750 H 23.3 SACOFFC8284
F-1 14.7 NG2121 H 22.7 PITU

F-1 147 GAMDACHENI H 22.3 NG5750

F-1 14.3 BADILA H 21.0 BADILA

F-1 14.0 US571415 H 20.7 WHITETRANSPARENT
G-l 13.0 1376560 H 16.3 SABURA
G-l 123 721109 H 15.3 NG576
G-l 123 BADILAJAVA H 15.1 FI1J119
G-l 117 1376317 H 15.0 1376317
G-l 113 LOUSIANASEMP H 13.1 1376566
G-l 113 SABURA H 12.3 1IJ76418RED
G-l 111 1376566 H 11.7 SACOFFC8276
I-H  11.0 1376325 H 11.3 1376560

I-H 8.6 MANTEIGA H 10.0 IM76-229
I-H 8.6 NG2117 H 8.6 AJAX

I-H 8.3 SACOFFC8276 H 8.3 BADILAJAVA
I-H 8.3 CAIANA H 7.7 1376313

I-H 8.3 FORMOSA H 7.6 NG57221
I-H 8.1 CERAMRED H 6.9 NG2117

I-H 8.0 IN84106 H 6.3 IN84106

| 8.0 1IJ76418RED H 6.0 LOUSIANASEMP

| 7.3 NG57221 H 5.8 IN84126

| 6.3 NG57213 H 5.6 CAIANARISCADA

| 6.3 1376313 H 4.9 CERAMRED

| 6.0 IN84126 H 4.8 1376325

| 6.0 I1S76116 H 4.3 NG57213

| 6.0 CAIANARISCADA H 4.3 Mz151

| 5.9 CAIANAFITA H 4.0 CAIANA

| 5.3 F1J119 H 3.6 MANTEIGA

| 5.0 IM76-229 H 3.5 NG7718

| 4.7 AJAX H 3.3 FORMOSA

| 4.3 ZAPILOTA H 3.3 CAIANAFITA

| 4.0 NG7718

| 3.3 Mz151

|

CAIANAVERDADEIRA
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Tabela 3A — Comparacdo de médias entre genotipos de cana-de-agucar pelo Teste T (LSD)
referente ao didmetro médio do colmo em cana planta e cana soca. * Médias com a mesma
letra ndo sao significativamente diferentes; DM= médias ajustadas do diametro médio dos
colmos

Teste T — Cana Planta Teste T- Cana Soca
DM Geno6tipo DM Genotipo
A 352 MANTEIGA A 378 MZz151

A-B 322 CAIANAFITA B 312 1376313
A-B 319 176313 B-C 30.9 BADILAJAVA
A-C 314 MzZ151 B-C 30.5 SABURA
A-C 31.2 RP8 B-D 30.1 AJAX
A-C 31 AJAX B-D 30 RP8
A-C 29.9 1376317 B-D 29.5 T2
B-C 297 FIJ119 B-E 29.3 IM76-229
B-D 29.1 T1 B-F 29 CAIANAFITA
B-E 28.9 1376566 B-F 28.8 MANTEIGA
B-E 28.8 IM76-229 B-F 28.1 F1J119
B-E 28.8 T2 B-F 28 NG576
B-E 28.5 SABURA B-F 27.9 BADILA

B-E 28.5 LOUSIANASEMP B-F 27.8 WHITETRANSPARENT

B-F 281 BADILAJAVA B-F 27.5 SACOFFC8284
B-G 27.6 WHITETRANSPARENT [ C-G 27 T1

B-G 26.9 SACOFFC8284 C-H 26.8 1376317
B-G 26.9 FORMOSA C-1 26.1 1376566
B-G 26.8 CERAMRED D-l 25.8 NG2121
C-H 26.6 SACOFFC8276 D-J 25.2 SACOFFC8276
Cl1 261 CAIANA D-J 25.1 IN84126
C-J 255 CAIANARISCADA E-J 249 NG57221
C-K 253 BADILA E-J 249 CAIANA
C-K 253 NG576 E-J 247 FORMOSA

C-L 24.8 CAIANAVERDADEIR | F-J 24.4 LOUSIANASEMP

D-L 247 NG5750 F-J 243 NG5750
D-L 246 IN84126 F-J 237 1376326
D-L 24.6 1376560 F-J 233 CAIANARISCADA

D-L 246 IN84105 G-K 22.8 1376560
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Tabela 3A — Comparacgdo de médias entre genotipos de cana-de-agucar pelo Teste T (LSD)
referente ao diametro médio do colmo em cana planta e cana soca. * Médias com a mesma
letra ndo sao significativamente diferentes; DM= médias ajustadas do diametro médio dos

colmos

Teste T — Cana Planta

Teste T — Cana Planta

DM Genoétipos DM Genotipos
D-L 241 IN84106 H-L 222 IN84106
E-L
24.1 NG2121 I-L 21.9 IN84105
E-L
235 NG57221 I-’M 20.7 CERAMRED
F-L 235  ZAPILOTA M 204 1376325
G-L M
22.9 1376326 20.1 UBADEMERARA
H-L M
215 GAMDACHENI 20 PITU
I-L M
21.3 NG7718 19.5  1J76418RED
J-L JN
21.3 1376325 19.4 NG2117
JL 212 PITU K-N 182 CHUNEE
JL 209 CHUNEE K-N 181 NG7718
K-N
JM 20.7 UBADEMERARA 18  GAMDACHENI
L-N
K-N 20  1J76418RED 17.9 721109
L-N
K-O 20 NG2117 17.6 US571415
M-O
L-O 19.7 1S76116 17.2  CANAALHO
M-O
L-O 18.9 CHIN 17.2 CHIN
M-O
L-O 18.2 NG57213 16.9 NG57213
M-P
M-P 161  CANAALHO 16.2 1376293
N-Q
N-Q 15.2 721109 13.7 IN8488
P-Q
0-Q 148 1376293 133  KRAKATAU
P-Q 13.3 US571415 P-Q 132 US851008
P-R
P-Q 132 KRAKATAU 12.7 IN8482
P-Q 13 IN8482 PR 123 IS76155
P-Q 12.3 1S76155 QR 113 SES205A
QR
P-Q 12 IN8488 10.5 IN8458
P-Q 11.3 US851008 R g2 57NG12
Q 109 IN8458
Q 106 57NG12
Q 104 SES205A
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Tabela 4A — Comparacao entre diferentes acessos de cana-de-agucar pelo Teste T (LSD)
referente ao peso de dez colmos em cana planta e cana soca. * Médias com a mesma letra
nao sao significativamente diferentes; PC= médias ajustadas do peso de dez colmos.

Teste T — Cana Planta

Teste T — Cana Soca

PC Genotipo PC Genotipo
A 165 T1 A 199 MZ151
A 164 MANTEIGA B 159 T2
A-B 137 T2 B 154 RPS
A-C 13.3 RPS B 153 NG576
A-C 131 NG576 B 153 T1
B-D 12.1 IM76-229 B 153 BADILA
B-E 115 CAIANAFITA B-C 15 SABURA
B-E 11.2 176317 B-D 14.6 MANTEIGA
B-E 11.2 BADILA B-D 14.1 IM76-229
B-E 10.7 SACOFFC8284 B-E 13.2 SACOFFC8276
B-F 10.2 NG2121 CF 115 NG2121
B-G 10 SACOFFC8276 D-G 10.9 SACOFFC8284
B-H 99 176566 D-H 10.9 176317
CH 98 SABURA D-H 104 NG5750
CH 96 IN84105 E-H 10.3 WHITETRANSPARENT
C-H 95 WHITETRANSPARENT| E-I 9.6 BADILAJAVA
CH 94 FIJI19 E-J 92 FIJI19
D1 9 MZ151 EK 9.1 176566
Dl 88 LOUSIANASEMP F-K 9.1 IN84105
Dl 87 176325 FL 83 176313
E-1 g3 1176326 F-L 8.1 AJAX
E1 g3 FORMOSA FL 7.8 FORMOSA
E- 81 AJAX GL 74 LOUSIANASEMP

G-L

E-J 7.7 NG5750 7.3 UBADEMERARA
EK 76 176313 G-M 7.3 NG57221
EK 7.4 1J76418RED G-M 7.2 176326
EL 68 IN84106 H-N 6.2 CHUNEE
EL 6.6 US571415 H-N 6.2 CAIANA
E-M 6.6 CAIANAVERDADEIRA |H-O 6 1J76418RED
F-M 6.6 ZAPILOTA H-O 5.8 PITU
G-M 6.4 CHUNEE H-P 55 CAIANAFITA
H-M 6.2 BADILAJAVA I-P 5.4 CANAALHO
H-M 5.9 PITU P 5.1 176325
H-M 59 CAIANA JP 51 CHIN
H-M 5.9 NG57221 JP 5 US571415
H-M 58 NG7718 JP 5 176293
H-M 5.8 UBADEMERARA JP 49 176560
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Tabela 4A — Comparacgéo entre diferentes acessos de cana-de-acucar pelo Teste T (LSD)
referente ao peso de dez colmos em cana planta e cana soca. * Médias com a mesma letra
nao sao significativamente diferentes; PC= médias ajustadas do peso de dez colmos.

Teste T — Cana Planta

Teste T — Cana Soca

PC Genotipo
H-M 5.7 1376560
H-M 5.6 CAIANARISC
H-M 55 IN84126
I-M 4.9 NG2117
JM 4.3 GAMDACHENI
J-M 39 CERAMRED
K-M 3.8 CANAALHO
K-M 3.7 CHIN
K-M 36 NG57213
K-M 35 IS76116
L-M 35 IN8482
LM 31 1376293
LM 3 721109
LM 27 IN8488
M 24 KRAKATAU
M 19  SES205A
M 18 IS76155
M 17 Us8s51008
M 16 IN8458
M 11 s57NGI12

L-P
L-P
L-P

L-P
L-P
L-P
L-P
L-P
M-P
N-P
N-P
N-P
N-P
o-P
o-P

PC Genotipo
4.6 GAMDACHENI
4.5 IN84126
4.2 IN84106
4.2 721109

4.1 NG57213
3.6 NG7718
3.6 IN8482
3.4 IN8488
3.1 NG2117

3.1 CAIANARISCADA
3 KRAKATAU

2.4 IS76155
2.3 uUS851008
2.2 SES205A
2 IN8458
0.8 CERAMRED
0.6 57NG12

Tabela 5A — Comparacao de médias entre acessos de cana-de-acucar pelo Teste T (LSD)
referente ao pol em cana planta e cana soca. * Médias com a mesma letra ndo séo
significativamente diferentes; P= médias ajustadas do Pol.

Teste T — Cana Planta Teste T— Cana Soca
P Genétipo P Genoétipo
A 171 BADILA A 16.6 BADILA
B 144 T1 13.7 T1
B-C 14.2 PITU 13.4 IN84105
B-C 14 T2 B-C 13.2 NG576
B-C 14 IN84105 B-C 13.2 T2
B-C 13.9 NG5750 B-D 12.9 SACOFFC8276
B-C 13.8 FORMOSA B-D 12.9 NG2121
B-C 13.7 1376325 B-E 12.6 NG5750
B-C 13.5 NG2121 B-F 125 RP8
B-D 13.4 WHITETRANSPARENT | B-G 12.2 PITU
B-E 13.2 NG576 B-G 12.1 WHITETRANSPARENT
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Tabela 5A — Comparacao de médias entre acessos de cana-de-acucar pelo Teste T (LSD)
referente ao pol em cana planta e cana soca. * Médias com a mesma letra ndo sao
significativamente diferentes; P= médias ajustadas do Pol.

Teste T — Cana Planta

Teste T — Cana Soca

P Geno6tipo P Genotipo
B-F 13.1 RP8 C-H 115 NG57213
B-F 13  LOUSIANASEMP |C-H 11.4 UBADEMERARA
B-G 12.8 NG57213 Cl 114 NG2117
B-G 127 CAIANA C-l 112 1376325
B-G 12.6 SACOFFC8284 D-l 11.2 SACOFFC8284
C-G 124 IS76116 Dl 11.2 CHUNEE
C-H 123 1376317 D1 11 1376326
C-H 122 1376326 D-l 109 BADILAJAVA
c-1 121 IM76-229 E-l 10.8 FI1J119
c-J 11.9 FI1J119 F-I 107 SABURA
Cc-J 118 SACOFFC8276 G-J 104 IN84106
CK 116 BADILAJAVA H-J 10.1 1J76418RED
C-K 11.6 1376313 H-J 10 CHIN
CK 115 IN84106 H-J 9.9 1376317
D-K 11.3 1376566 H-K 9.8 FORMOSA
E-K 11.3 GAMDACHENI I-K 9 MZ151
E-K 11.1 CHIN -M 9 1376560
EK 11 ZAPILOTA I-M 8.9 CAIANA
F-K 10.9 IN84126 I-N 8.9 1376566
G-K 109 1376560 I-N 8.8 LOUSIANASEMP
G-K 10.9 SABURA I-N 88 1376313
G-K 106 1J76418RED I-N 87 IM76-229
G-K 10.6 NG7718 I-O 86 CERAMRED
G-K 10.4 CAIANARISCADA |[J-O 8.4 Us851008
G-L 103 MANTEIGA J-O 81 AJAX
G-L 103 MZ151 JP 8 CAIANAFITA
G-L 10.2 CAIANAVERDADEIR| L-P 7.8 GAMDACHENI
H-L 10.2 NG2117 L-P 7.3 CAIANARISCADA
I-L 102 Us851008 LP 73 MANTEIGA
J-K 101 CHUNEE M-P 7 IN84126
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Tabela 5A — Comparacdo de médias entre acessos de cana-de-acucar pelo Teste T (LSD)
referente ao pol em cana planta e cana soca. * Médias com a mesma letra ndo sao
significativamente diferentes; P= médias ajustadas do Pol.

Teste T — Cana Planta

Teste T — Cana Planta

P Genotipo P Genotipo
K-M 9.8 AJAX M-P 7 1376293
K-M 9.8 UBADEMERARA|M-P 69  CANAALHO
K-N 95 CERAMRED [M-P 6.9 NG7718
LN g2 NG57221 N-P 67 NG57221
L-O 81 CAIANAFITA |[O-P 63 US571415
M-O 79 57NG12 P-Q 55 57NG12
N-O 74 US571415 QR 43 IN8488
N-P 66 CANAALHO [QR 42 IN8482
0-Q 65 1376293 QS 39 IN8458
0-Q 61 IN8488 QS 37 SES205A
PR 53 IN8458 RS 33 IS76155
QS 45 IN8482 RS 27  KRAKATAU
RS 45 IS76155 S 21 721109
RS 37 KRAKATAU
RS 36 SES205A
RS 3 721109

Tabela 6A — Comparacdo de médias entre acessos de cana-de-agucar pelo Teste T (LSD)
referente ao brix em cana planta e cana soca. * Médias com a mesma letra ndo sdo
significativamente diferentes; B= médias ajustadas do brix.

Teste T — Cana Planta

Teste T- Cana Soca

B  Genétipo B Gendtipo

A 203 BADILA 19.5 BADILA

B 175 PITU 16 T1

B 17.2 T1 15.8 IN84105

B 17.1 IN84105 B-C 15.6 NG576
B-C 16.8 FORMOSA B-D 15 T2
B-D 16.8 1376325 B-D 14.9 NG2121
B-D 16.8 NG5750 B-E 14.9 NG5750
B-E 16.3 NG2121 B-F 14.7 RP8
B-E 16.3 T2 B-F 14.6 SACOFFC8276
B-F 16.2 WHITETRANSPARENT | B-F 14.4 PITU
B-G 16 RP8 B-G 14.1 NG57213
B-G 15.7 NG576 B-H 13.8 WHITETRANSPARENT
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Tabela 6A — Comparacdo de médias entre acessos de cana-de-acucar pelo Teste T (LSD)
referente ao brix em cana planta e cana soca. * Médias com a mesma letra ndo sdo
significativamente diferentes; B= médias ajustadas do brix.

Teste T — Cana Planta

Teste T- Cana Soca

B Genoétipo B Genoétipo
B-H 15.6 NG57213 C-1 137 NG2117
B-H 156 LOUSIANASEMP | C-I 13.6 1376325
B-H 15.4 CAIANA C-l 13.5 UBADEMERARA
B-H 15.3 IS76116 D-I 133 CHUNEE
B-H 15 SACOFFC8284 D-l 129 SACOFFC8284
B-H 14.9 1376326 D-I 128 1376326
B-H 14.7 1376317 D-l 12.7 BADILAJAVA
B-l 14.6 SACOFFC8276 E-J 124 FlJ119
B-J 145 IN84106 F-K 122 IN84106
C-J 144 IM76-229 G-K 12.2 SABURA
C-J 144 BADILAJAVA G-K 11.9 CHIN
C-J 143 FI1J119 H-K 11.8 1J76418RED
D-J 141 1376313 H-K 115 FORMOSA
E-] 141 GAMDACHENI I-K 11.4 1376317
E-] 139 CHIN I-L 10.6 1376560
E-J 136 1376566 I-L 10.4 Mz151
F-J 136 1376560 I-L 103 CAIANA
F-J 135 ZAPILOTA I-M 10.2 US851008
G-] 134 IN84126 I-M 10.2 LOUSIANASEMP
H-J 131 US851008 I-N 10.1 1176566
H-J 128 SABURA I-N 10.1 1376313
H-J 128 1J76418RED I-N 10.1 CERAMRED
H-J 12.6 CAIANARISCADA |J-N 10.1 IM76-229
H-K 125 NG7718 L-N 9.5 GAMDACHENI
H-K 125 Mz151 L-N 9.4 AJAX
H-K 12.3 CHUNEE L-N 8.9 CANAALHO
H-L 123 NG2117 L-N 8.9 CAIANAFITA
H-M 12.2 CAIANAVERDADEIR [ L-N 8.8 1376293
M 12 AJAX L-N 8.7 CAIANARISCADA
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Tabela 6A — Comparacdo de médias entre acessos de cana-de-acucar pelo Teste T (LSD)
referente ao brix em cana planta e cana soca. * Médias com a mesma letra ndo sdo
significativamente diferentes; B= médias ajustadas do brix.

Teste T — Cana Planta Teste T- Cana Soca
B Genétipo B Genétipo

M 12 MANTEIGA |L-N 83 US571415
J-M 119 UBADEMERARA|L-N 82 MANTEIGA
M 115 CERAMRED |L-O 8 NG7718
IM 114 57NG12 L-O 8  IN84126
K-N 102 NG57221 M-P 7.8 NG57221
K-N 99 uss71415  [N-Q 75  57NG12
L-O 95 CAIANAFITA [O-R 56  IN8482
M-O 89  CANAALHO [P-R 55  IN8488
N-O g3 1376293 P-R 53  IN8458
N-Q g2 IN8488 Q-S 4.8 SES205A
OR 72 IN8458 Q-S 42 1S76155
PS 6 IN8482 R-S 3.5 KRAKATAU
QS 59 IS76155 S 3 721109
RS 5 SES205A
RS 49  KRAKATAU

S 42 721109

Tabela 7A —Comparacdo de médias entre acessos de cana-de-acucar pelo Teste T
(LSD) referente a fibra em cana planta e cana soca. * Médias com a mesma letra ndo sdo
significativamente diferentes; F= médias ajustadas da fibra.

Teste T — Cana Planta Teste T — Cana Soca
F Genoétipo F Genotipo

A 23 57NG12 23.3 721109
A-B 21.9 721109 B 20.9 57NG12
B-C 19.9 SES205A |B-C 19.5 IN8458

C 19.3 US571415 |B-C 19.5 IN8482

C 19.2 IN8458 C-D 18.5 US571415

C 189 IN8488 D-E 175 SES205A

C 18.9 CANAALHO | D-E 16.8 CANAALHO
C-D 18.6 IN8482 E 16.6 KRAKATAU
C-E 18.2 IS76155 E 164 IN8488
C-E 18.2 KRAKATAU| E 159 1376293
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Tabela 7A —Comparacdo de médias entre acessos de cana-de-acgUcar pelo Teste T
(LSD) referente a fibra em cana planta e cana soca. * Médias com a mesma letra ndo sdo
significativamente diferentes; F= médias ajustadas da fibra.

Teste T — Cana Planta

Teste T — Cana Soca

F Genotipo F Genoétipo
D-F 16.7 1376293 E-F 157 IS76155
D-G 16.6 US851008 F-G 13.9 NG57213
E-G 155 IN84106 F-G 138 US851008
F-H 15.3 CHIN F-G 13.8 GAMDACHENI
F-H 151 GAMDACHENI |F-G 136 1376325
F-H 14.8 1376560 F-H 132 NG2117
F-H 14.7 BADILAJAVA |G-H 125 CHUNEE
F-H 147 SACOFFC8276 | G-I 12.4 CHIN
G-H 14.6 AJAX G-l 123 UBADEMERARA
G-l 145 PITU GJ 121 IN84106
G-l 145 NG57221 G-K 12 CAIANARISCADA
H-J 14.4 1S76116 GK 12 PITU
H-K 14.2 NG57213 G-K 12 1376560
H-K 142 IN84105 G-K 119 IN84105
H-K 14.1 RP8 G-K 11.9 NG576
H-L 14 IN84126 G-K 119 NG5750
H-L 14 UBADEMERARA |G-K 11.7 RP8
H-L 14 ZAPILOTA G-K 117 FORMOSA
H-L 14 1376325 G-M 115  CERAMRED
H-L 14 1376326 H-M 115  1376418RED
H-L 13.8 1376313 HM 115 BADILA
H-M 13.7 MZ151 HM 174 1376326
H-M 13.6 FORMOSA HM 113 AJAX
H-M 13.6 CHUNEE HM 113 NG57221
H-M 13.6 CAIANARISCADA |H-M 113 T1
H-M 135 CAIANA H-M 11 BADILAJAVA
H-N 134 CERAMRED |HM 109 NG2121
H-N 13.3 NG5750 H-M 107 NG7718
H-N 13.2 NG2121 M 106 CAIANA
H-N 13.2 1376566 I-’M' 106 LOUSIANASEMP
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Tabela 7A —Comparacdo de médias entre acessos de cana-de-acgUcar pelo Teste T
(LSD) referente a fibra em cana planta e cana soca. * Médias com a mesma letra ndo sdo
significativamente diferentes; F= médias ajustadas da fibra.

Teste T — Cana Soca

Teste T — Cana Soca

F Genoétipo F Genotipo
H-N 13.2 1J76418RED I-M 10.5 1376313
H-N 13.1 WHITETRANSPARENT | I-M 10.5 SACOFFC8284
H-N 129  LOUSIANASEMP |I-M 105 IN84126
H-N 12.7 CAIANAVERDADEIR |JM 104 MZ151
H-N 12.7 NG2117 IM 104 1376317
H-N 12.6 FIJ119 IM 104 IM76-229
H-N 12.6 T1 M 102 1376566
N 125 1376317 J-M 101 WHITETRANSPARENT
IN 124 BADILA M 101 FIJI19
IN 124 SACOFFC8284 M 10.1 T2
KN 123 IM76-229 M 98 SACOFFC8276
K-N 121 NG7718 M 97 SABURA
KN 12 NG576 M 94 MANTEIGA
N 11.8 SABURA M 89 CAIANAFITA
N 11.3 T2
N 11.2 CAIANAFITA
N 10.9 MANTEIGA
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Capitulo 4 - Teste de diferentes antimitéticos em preparagdes citolégicas de
metafases mitdticas de espécies do género Saccharum

RESUMO: A cana-de-acucar possui atualmente um dos genomas mais complexos do
reino vegetal. Por apresentar alta ploidia, ocorréncia de aneuploidia e cromossomos
pequenos, poucos sao os estudos relacionados a citogenética dessa espécie sendo,
portanto, pouco conhecido o efeito de diferentes antimitéticos nas cultivares atuais. O
presente trabalho teve como objetivo verificar a eficiéncia de diferentes antimitéticos
e concentracdes na producdo de metafases no cultivar de cana IAC91-1099 e em
Krakatau (S. spontaneum) bem como um prévio relato do numero cromossémico dos
mesmos. Para isso, utilizou-se a contagem do niumero de metafases produzido pelo
uso de colchicina (nas concentracdes de 0,05% e 0,1%), 8-hidroxiquinolina (nas
concentragdes de 0,02% e 0,04%) e a trifuralina (nas concentragdes de 3 uM e 9 uM).
Os trés antimitéticos foram eficientes na producdo de metafases, o antimitético 8-
hidroxiquinolina apresentou resultados significativamente melhor quando comparado
com os demais. A variacdo cromossomica do cultivar IAC91-1099 foi de 2n= 90-112,
apresentando maior niumero de metafases com 2n=112 cromossomos. Para 0 acesso
Krakatau, a variacdo encontrada foi de 2n= 90-129, sendo 2n= 128 o numero

observado com maior frequéncia.

Palavras-chave: 8-hidroxiquinolina, trifuralina, colchicina, cana-de-agucar.

Introducéo

A cana-de-agucar nos ultimos anos tem se destacado como geradora de divisas
para as mais diferentes areas do globo. Por apresentar um grande nuamero de
derivados e pela sua importancia efetiva na fabricacdo de acucar e dos chamados
biocombustiveis, essa espécie tem atraido as atencdes das mais diferentes areas da
ciéncia. Nativa do sudeste da Asia, a cana-de-aglicar € membro da familia Poaceae e

do género Saccharum que inclui seis espécies: S. officinarum, S. spontaneum, S.
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robustum, S. sinense, S.barberi e S. edule, sendo as cultivares atuais, hibridos
originados de cruzamentos de plantas de S. officinarum e S. spontaneum (D’HONT et
al., 1996, IRVINE, 1999).

Apesar do grande interesse cientifico atual na espécie, estudos relacionados a
descoberta de nimeros cromossémicos de acessos antigos e cultivares atuais de
cana-de-acUcar sdo poucos e relativamente antigos. A dificuldade em relacdo a
analise citogenética em cana-de-acucar se da principalmente pelo elevado grau de
ploidia associado a alta complexidade do genoma, a presenca de aneuploidia e
instabilidade cromossémica (GRIVET; ARRUDA, 2002) e a dificuldade na obtencao
de uma técnica concisa que facilite a contagem correta do real nUmero cromossémico
da espécie (TLASKAL; HUTCHINSON, 1973).

Diferentes métodos de obtenc¢éo de alto nimero de metafases de qualidade em
cana-de-acUcar sdo descritos por Silvarolla e Aguiar-Perecin (1994) e por D’Hont et
al. (1996). Atualmente, se tem observado que cada laboratorio tem estabelecido seu
préprio método em relacdo a contagem de numeros cromossdmicos de cana-de-
acucar dificultando, portanto, o conhecimento de novos pré-tratamentos e técnicas de
obtencado de boas de qualidade. Uma forma de se padronizar ou estabelecer novos
protocolos se da por meio do uso de diferentes antimitéticos nas preparacdes
citogenéticas. Segundo Guerra e Souza (2002) o antimitético ideal € aquele que tem
a capacidade de bloquear o ciclo mitético em metafases provocando a maior
contracdo cromossémica possivel, produzindo melhor espalhamento do cromossomo
pela destruicéo ou inibicdo das fibras do fuso acrométrico.

Entre os antimitéticos usados atualmente merecem destaque: a colchicina, a 8-
hidroxiquinolina e a trifuralina.

A colchicina é um produto originalmente extraido de plantas da espécie
Colchicum sativum sendo, nos dias de hoje, fabricada sinteticamente (MONDIN;
DOCHA NETO, 2006). Esse antimitético bloqueia a formacéo do fuso em profase, por
meio do impedimento da polimerizacdo proteica, atrasando as separagbes
cromossémicas e facilitando a visualizagdo dos cromossomos metafasicos (ELGSTI;
DUSTIN, 1955), podendo ser utilizada na inducdo de ploidia nos programas de
melhoramento genético (quando em altas concentracdes) ou para usos farmacéuticos

(quando em baixas concentra¢des), como por exemplo para o tratamento do cancer.
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A trifuralina € um herbicida da familia das dinitroanilinas utilizado em diversas
culturas como soja, citros, e mandioca que age principalmente nas proteinas
tubulinicas, despolimerizando os microtubulos e, dessa forma, impedindo o processo
de divisao celular (MOREJOHN; FOSKET,1991).

A 8-hidroxiquinolina é uma droga da familia das quinolinas que promove
significativa inativacao do fuso impedindo a expansédo dos cromossomos seguida de
uma contracdo maior dos mesmos no plano equatorial da célula.

O objetivo deste trabalho foi verificar a eficiéncia na producédo de metafases de
gualidade de diferentes antimitticos e concentracdes na producédo de metafases no
cultivar moderna de cana IAC91-1099 (S. officinarum x S. spontaneum) e Krakatau
(S. spontaneum), bem como um prévio relato do nimero cromossémico desses

acessos.

Material e Métodos

Para a realizacdo do teste de antimitotico gemas retiradas de diferentes colmos
do cultivar IAC91-1099 e do acesso Krakatau foram coletadas no campo de
experimentacdo do Instituto Agronémico de Campinas — Centro de Cana, localizado
em Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil e depositadas em bandejas plasticas contendo
Sphagnum umedecidos com agua até a brotacdo. Optou-se por utilizar esses
materiais devido ao fato do cultivar IAC91-1099 ser um material de alta performance
para acucar, sendo encontrado em plantio comercial em diferentes partes do Estado
de S&o Paulo e do Brasil e pelo acesso Krakatau (S. spontaneum) devido ao fato
desse genotipo apresentar alta capacidade de producéo de fibra e biomassa, sendo
utilizado em cruzamentos com variedades comerciais para a obtencdo de gendtipos
gue agreguem maior quantidade dessas caracteristicas. As bandejas entéo
permaneceram em camara de germinacao (B.O.D.), com temperatura constante de
35°C (+1,-1), até a obtencdo de raizes com até trés centimetros de comprimento.
Raizes com aparéncia e tamanhos semelhantes foram coletadas e imediatamente
imersas, de forma separada, em cada tipo de antimitético por 4 horas a temperatura
ambiente. Utilizou-se como antimitético a colchicina em duas diferentes
concentragdes de 0,1% e 0,05%, a 8-hidroxiquinolina nas concentracdes de 0,04% e
0,02% e por fim a trifuralina nas concentragdes de 3 uM e 9 uM.
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Apds o pré-tratamento as raizes foram lavadas e fixadas em solucéo Carnoy (3
etanol: 1 acido acético glacial) e acondicionadas em geladeira. Essas mesmas raizes
passaram por novas lavagens com agua destilada, sendo esse material entédo
hidrolisado em HCI 1N a 60°C, por doze minutos. Cada lamina foi confeccionada com
o tecido meristemético de uma raiz que foi macerado sobre a mesma com acido
aceético 45%. As laminas foram coradas por meio da solugcdo de Giemsa 2% por 4
minutos. Para cada antimitético e para cada concentracdo do mesmo foram
observadas 10 laminas, sendo anotados os nimeros de pro-metafases e metafases
observadas, bem como a qualidade visual das mesmas, sendo essas diferenciadas
em boa, média e ruim. As metafases e pré-metafases consideradas boas
apresentavam um alto grau de espalhamento cromossémico e boa condensacéo
cromossOmica, as consideradas médias apresentavam boa condensacéo, porém com
cromossomos sobrepostos e por fim as consideradas ruins apresentavam baixo grau
de espalhamento cromossOmico e baixa condensacao cromossémica (modificado de
FERRARI, 2010).

Os dados obtidos por meio da observacdo das metafases, foram normalizados
por meio do uso do logaritmo neperiano, sendo posteriormente realizada a anélise de
variancia e teste de comparacdo de médias (Teste T - LSD-Least Significant
Difference) pelo programa estatistico SAS (SAS Institute, 2008). Apds o
estabelecimento do melhor tipo e concentragcdo do antimitéticos testados, novas
laminas foram confeccionadas sendo utilizadas para a contagem dos cromossomos
36 metafases de cada acesso. A nota das metafases foi ponderada com o numero
cromossomico encontrado como proposto por Ferrari (2010). Para cada tipo de
metéafase foi atribuida uma nota sendo nota 3 as metafases com boa qualidade, nota
2 as metafases com qualidade média e nota 1 as metafases com qualidade ruim. A
nota das metafases foi ponderada com o nimero cromossdémico encontrado, de forma
gue uma metafase com nota 3 era contabilizada 3 vezes (ou seja, como 3 contagens
desse determinado numero cromossdmico), enquanto uma metafase nota 2, era
contabilizada como 2 contagens desse numero cromoss6mico. Dados como a moda,
a meédia ponderada das metafases e a montagem do grafico da variacédo
cromossOmica dos genotipos foram produzidos por meio do uso do programa Excel
(Microsoft).
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As metafases foram observadas em microscépio optico no aumento de 1000x
e a contagem cromossdmica auxiliada pelo programa IKAROS (Metasystems). As
imagens das metafases foram obtidas por meio da camera AxioCam ERc 5s (Carl

Zeiss) e do programa AxioVision 4.8 (Carl Zeiss Vision).

Resultados e Discussao

Todos os antimitoticos se mostraram eficientes para a obtencédo de metéafases
no cultivar IAC91-1099, e no acesso de S spontaneum, Krakatau, uma vez que nao
foram observadas fases posteriores a metafase em nenhuma lamina analisada. O
antimitético 8-hidroxiquinolina apresentou maior sucesso quando comparado aos
outros tratamentos em relacdo ao niumero e qualidade das metafases, mostrando-se
significativamente diferente dos demais para ambos o0s acessos estudados (Tabela
1).

Tabela 1 — Teste T (LSD) para os diferentes antimitéticos no acesso IAC91-1099 e
Krakatau

IAC91-1099 Krakatau
Grupo Média Método Grupo Média Métodos
A 2.312 8-hidroxiquinolina A 2.071 8-hidroxiquinolina
B 1.813 Trifuralina B 1.795 Trifuralina
B 1.683 Colchicina B 1.809 Colchicina

* Médias com a mesma letra ndo sao significativamente diferentes (P>0.05)

Apesar de um mesmo tratamento apresentar resultados pouco semelhantes em
espécies ou cultivares diferentes (CUCO et al., 2003, SILVAROLLA; AGUIAR-
PERECIN, 1994) foi possivel notar neste trabalho a eficiéncia constante do
antimitético 8-hidroxiquinolina para ambos os genatipos.

Para o cultivar IAC91-1099 néo ocorreu diferenciacdo significativa entre as
concentracOes diferentes de trifuralina e colchicina. Ja para a 8-hidroxiquinolina,
observou-se uma diferenciacdo significativa entre as concentracdes (Tabela 2)
permitindo assim por meio da andlise das médias a constatagdo de um ndmero maior

de metafases na concentracdo 0,04% desse antimitético (Tabela 3).
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Para o0 acesso Krakatau n&o ocorreu diferenca significativa entre as
concentragcdes dos 3 tipos de antimitéticos (Tabela 2) no entanto, o antimitético 8-
hidroxiquinolina a 0,4% apresentou maior média que os demais antimitoticos (Tabela
3).

Tabela 2 — Analise de variancia das diferentens concentracdes do antimitoticos
testados em raizes de IAC91-1099 e Krakatau.

IAC91-1099 Krakatau
Metddo GL - )
Quadrado médio Fvalue Pr>F |Quadrado médio Fvalue Pr>F
8-hidroxiquinolina 1 2.172 33.24 <0.001 0.071 052 0472
Trifuralina 1 0.031 0.48 0.491 0.219 1.6 0.211
Colchicina 1 0.001 0.03 0.873 0.060 0.44 0.508

Tabela 3 — Média e desvio-padrdo normalizados das diferentes concentracdes e nos
diferentes antimitéticos testados em raizes de cana-de-acucar do cultivar IAC91-1099
e krakatau.

IAC91-1099 Krakatau
Niveis de concentragéo Métodos N | Média DesvioPadrdao| Média Desvio Padréo
0,0002 8-hidroxiquinolina 10| 1,98 0.30 2,01 0.47
0,0004 8-hidroxiquinolina 10| 2,64 0.32 2,13 0.52
0,001 Colchicina 10 1,67 0.15 1,86 0.32
0,0005 Colchicina 10 1,69 0.15 1,75 0.21
3 Trifuralina 10 1,85 0.32 1,69 0.17
9 Trifuralina 10 1,77 0.19 1,89 0.38

Por meio da analise das imagens foi possivel verificar que tanto para o cultivar
IAC91-1099 quanto para Krakatau as metafases obtidas por meio da 8-
hidroxiquinolina se mostraram menos colapsadas sendo, portanto, maior o seu
espalhamento pela lamina quando comparada aos demais antimitoticos analisados
(Figural,2,3 e 4).
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A y
Figura 1- Metafases ou prometafases de IAC 91-1099 obtidas pelos seguintes
atimitoticos: a) 8-hidroxiquinolina 0,02% b) 8-hidroxiquinolina 0,04% c) colchicina
0,1%, d) trifuralina 3 uM e) colchicina 0,05%, f) trifuralina 3 uM.

Figura 2- Metafases mitéticas da cultivar de cana-de-acucar IAC 91-1099 em 8-
hidroxiquinolina 0,04% : a) 2n=112 cromossomos b) 2n=110 cromossomos ¢)2n=112
Cromossomos.
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Figura 3- Metafases ou prometafases de Krakatau obtidas pelos seguintes
atimitéticos: a) colchicina 0,1% b) colchicina 0,05% c) trifuralina 3 uM, d) trifuralina 9
UM e) 8-hidroxiquinolina 0,04% f)8-hidroxiquinolina 0,02%.
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Figura 4- Metafases mitéticas do clone Krakatau (S. spontaneum) em 8-
hidroxiquinolina a 0,04%: a) 2n=128 cromossomos b) 2n=128 cromossomos ¢)2n=128
cromossomos e d) 2n=96cromossomos.

As laminas produzidas com esse pré-tratamento também mostraram metafases
com graus de condensacao similares na mesma lamina o que pode caracterizar uma
maior estabilidade do pré-tratamento. A concentracdo de 0,04% do antimitético
favoreceu a observacdo de cromossomos mais definidos quando comparados a
concentracdo menor (Figura 1 e Figura 3) apesar da ndo diferenca estatistica para as
diferentes concentracdes de 8-hidroxiquinolina em Krakatau. A utlizacdo da
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concentracdo menor de 8-hidroxiquinolina neste trabalho, além de um numero inferior
de metafases, ocasionou um numero maior de pré-metafases e de finais de profase
guando comparadas com a concentracao maior.

O uso da trifuralina como um antimitético para cana, ainda nao foi relatado na
literatura. Novos testes com diferentes concentracdes e tempo de exposicado de
trifuralina devem ser realizados no intuito de aperfeicoar o produto como alternativa
de pré-tratamento, uma vez que esse apresenta valor de mercado inferior e menor
grau de toxicidade quando comparado a outros antimitéticos (MONDIN;DOCHA
NETO, 2006).

O uso da colchicina em pré-tratamentos citogenéticos € muito comum entre
animais e vegetais (CARDOSO et al., 2012, GUPTA et al., 2013, BONASORA et al.,
2013), no entanto, tem se verificado atualmente entre as espécies vegetais a
substituicdo do mesmo por outros antimitoticos. Silvarolla e Aguiar-Perecin (1994)
verificaram uma baixa frequéncia de metafases na acado isolada da colchicina em
cana-de-acUcar, no entanto, 0s mesmos verificaram boas prepara¢cfes quando esse
antimitético era combinado a ciclohexamida. O uso de combinacfes de diferentes
antimitéticos pode tornar os estudos citogenéticos mais onerosos uma vez que certas
drogas ndo sao comercializadas em todo o globo ou apresentam ainda alto valor
comercial, além de alta toxicidade. O uso de 8-hidroxiquinolina tem sido cada vez mais
comum entre as espécies vegetais sendo um possivel substituto a colchicina
(MONDIN;DOCHA NETO, 2006). Nos estudos citogenéticos em cana-de-agucar
atualmente, a 8-hidroxiquinolina 0,04%, de forma isolada, tem sido amplamente
utilizada como verificado nos trabalhos de D’Hont et al. (1995), D’Hont et al. (1996),
D’Hont et al. (1998), D’Hont et al. (2002), Cuadrado et al. (2004), Piperidis et al. (2010).
Silvarolla e Aguiar-Perecin (1994), que conseguiram um grande namero de metafases
com a combinacdo deste antimitotico com ciclohexamida no cultivar NA56-79.
Segundo Cuco et al. (2003), efeitos combinados da 8-hidroxiquinolina e cicloheximida
permitem o acumulo de metafases e também aumento de préfases finais que podem
ser utilizadas na montagem de cariétipos; neste trabalho, comparativamente, esse
efeito foi provocado pela concentragdo menor de 8-hidroxiquinolina. O tempo de 4
horas de exposicdo das raizes aos antimitéticos revelou bons resultados fato que
favorece os estudos citogenéticos uma vez que em um espaco curto de tempo

conseguiu-se boas metafases mitéticas.
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Para o acesso IAC91-1099 a variacdo de numero de pro-metafases e metafases
por lamina para a 8-hidroxiquinolina a 0,04% foi e 5 a 21, para o0 mesmo atimitotico a
0,02% foi de 0 a 8, para trifuralina a 9 UM a variacao observada foi de 0 a 3, para o
mesmo antimitético a 3 UM a variacao foi de 0 a 6, para colchicina 0,1% e 0,05% a
variacao foi de 0 a 3. Para o0 acesso Krakatau a variacdo de numero de pré-metafases
e metafases por lamina para a 8-hidroxiquinolina a 0,04% foi e 0 a 20, para 0 mesmo
atimitético a 0,02% foi de 0 a 15, para trifuralina a 9 UM a variacao observada foi de 0
a 10, para o mesmo antimitético a 3 uM a variacao foi de 0 a 3, para colchicina 0,1%
a variacéo foi de 0 a 7 e para a colchicina 0,05% a variacao foi de 0 a 2.

O coeficiente de variacdo (CV) dos experimentos foi de 13,2% para 0s
experimentos com a cultivar IAC91-1099 e de 19,6% para os realizados com Krakatau.
Esse coeficiente pode ser explicado pela diferenca da variacdo do numero de
metafases por lamina, fator que pode estar ligado as diferentes condicdes fisioldgicas
inerentes ao crescimento da raiz. Além disso, os valores obtidos em contagem de
células por lamina apresentam distribuicdo do tipo “Poisson”, em que a média e
variancia esperadas sao iguais (ttm os mesmos valores) o que geraria um elevado
coeficiente de variacdo (PERECIN; BARBOSA, 1994).

A variagdo cromossomica encontrada no cultivar IAC91-1099 foi de 2n=90-
112, sendo a moda 2n=112 (36% das metafases), cerca de metade de todas as
metafases analisadas tiveram seu numero variando de 2n=110-112 cromossomos
(Figura 2 e Figura 5). Para o acesso Krakatau (S. spontaneum) ocorreu a variagdo do
namero cromossdmico de 2n= 90-129, sendo a moda 2n= 128 (38% das metafases),
0 numero 2n= 96 cromossomos também foi bastante observado neste genotipo

(Figura 4 e Figura 6).
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Figura 5 — Variacdo cromossémica no cultivar de cana-de-acucar IAC91-1099.
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Figura 6 — Variacdo cromossémica em Krakatau (S. spontaneum)
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A alta variacdo no numero de cromossomos de cana pode ser explicada pela

grande dificuldade em se obter células intactas onde ndo ocorram perdas de

cromossomos na maceragdo da raiz ou ainda pela interpretacdo errada de
cromossomos sobrepostos (TLASKAL e HUTCHINSON 1973), no entanto, a

existéncia de aneuplodismos ndo pode ser descartada, uma vez que isto € comum

para a espécie. A grande quantidade aliada ao tamanho pequeno e a similaridade dos

cromossomos de cana também sao fatores que influenciam na analise cromossémica

do género Saccharum (D’HONT, 2005).
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Conclusoes

Os trés antimitéticos foram eficientes para a obtencdo de metéfases e o
tratamento com 8-hidroxiquinolina mais aconselhavel para obtencdo de bons
resultados para IAC91-1099 e para Krakatau. A variagdo cromossdmica do cultivar
IAC91-1099 foi de 2n= 90-112, apresentando maior niumero de metafases com
2n=112 cromossomos. Para o acesso de S. spontaneum, Krakatau, a variacao
encontrada foi de 2n= 90-129, e o numero observado com maior frequéncia 2n= 128

cromossomeos.
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CAPITULO 5 - Caracterizacéo citogenética de acessos do Complexo Saccharum

RESUMO: A cana-de-aclcar € uma espécie pertencente ao género Saccharum.
Apesar do grande papel dessa cultura na sociedade moderna pouco se sabe sobe o
namero cromossémico de acessos desse género. O presente trabalho teve como
objetivo caracterizar, por meio da citogenética, diferentes acessos de S. spontaneum
e uma cultivar moderna de cana-de-acucar. Para isso, utilizou-se como antimitético a
8-hidroxiquinolina a 0,04% por 4 horas. Os materiais foram fixados e seguidamente
foram preparados laminas mitéticas dos acessos CTC-6, uma cultivar comercial e
IN84-58, IN84-88 e SES205A, acessos de S. spontaneum. A andlise citogenética
permitiu o estabelecimento da variacdo cromossoémica no cultivar CTC-6 (2n= 92-126)
sendo a moda matematica, 2n=112 cromossomico. Para o0 acesso de S. spontaneum,
IN84-58, a variagdo cromossomica foi de 2n=70-102 cromossomos, sendo a moda
matematica, 2n= 96, para IN84-88 observou-se a variacdo de 2n=87 -115
cromossomos, sendo a moda matematica, 2n=104 e para SES 205A a variacao
observada foi de 2n= 62-64 cromossomos, com moda matematica de 2n=64. As
informagdes aqui produzidas permitiram a classificagdo dos diferentes acessos por
meio da analise cromossdmica. Os dados gerados pelas contagens cromossémicas
poderdo influenciar na escolha de genitores para novos cruzamentos em cana-de-
acucar bem como permitirdo a identificacdo mais precisa de determinados acessos

de Complexo Saccharum.

Palavras-chave: cromossomos, CTC-6, IN84-58, IN84-88, S. spontaneum, SES205A

Introducéo

A cana-de-agucar estd entre as culturas que despertam interesse no ambito
mundial atualmente. Apesar desse grande interesse cientifico, estudos relacionados
a contagem dos numeros cromossomicos de cultivares atuais de cana-de-acucar, séo
poucos e relativamente antigos. A cana-de-agUcar tem elevada ploidia, um genoma
extremamente complexo, além de aneuploidias e instabilidade cromossdémica
(GRIVET; ARRUDA, 2002). Esses fatores aliados a dificuldade na obtencao de uma
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técnica concisa que facilite a contagem correta do real nimero cromossémico da
espécie tem colaborado para a falta de estudos citogenéticos da mesma.

Dentre as espécies do género Saccharum, ao qual pertence a cana-de-agucar,
as contagens cromossémicas sao limitadas, sendo poucas as informacdes referentes
a acessos selvagens e cultivares comerciais.

A espécie S. spontaneum tem amplas variacbes nos niameros cromossémicos,
apresentando o maior numero de citotipos (PIPERIDIS et al., 2010). O numero
cromossOmico varia de 2n=40-128, sendo encontrados diferentes citétipos para a
espécie (CUADRARO et al. ,2004; D’HONT et al. 1998, PANJE; BABU, 1960). De
acordo com D’Hont (2005), S. spontaneum tem numero béasico igual a 8 cromossomos.
Nos cultivares atuais de cana-de-acucar, essa espécie contribui com 10 a 20% dos
cromossomos (D’HONT et al., 1998).

Entre as espécies usadas amplamente no melhoramento genético, Saccharum
officinarum, ao contrario das demais do género, ndo possui variagdo em seu nimero
cromossOmico (2n= 80 cromossomos) (PRICE, 1963). Essa espécie é a que mais
contribuiu geneticamente nos cultivares de cana-de-acUcar atuais. Nos cultivares
modernos cerca de 70 a 80% dos cromossomos sdo derivados dessa espécie
(D’HONT et al, 1998).

Nos dias de hoje, acredita-se que as cultivares modernas de cana-de-acucar
sao originarias de cruzamentos interespecificos, principalmente de S. officinarum e S.
spontaneum. Estes hibridos apresentam namero cromossodmico variando de 2n=100-
130 cromossomos (D'HONT et al., 1996; PIPERIDS et al., 2000).

Segundo Oliveira (2006), a maioria dos estudos citogenéticos realizados até o
momento em cana-de-agucar, sdo especulativos em termos de informacgbes de
estrutura e organizacdo do genoma. Além dos desafios atrelados a dificuldades
inerentes ao genotipo da cana, problemas relacionados a técnica e falta de
padronizacdo no processo de obtencdo de metafases em diferentes acessos do
género Saccharum, dificultam ou atrasam a obtencéo de informac¢des cromossémicas
nos mais diferentes acessos dessa espécie.

O presente trabalho teve como objetivo a contagem do nimero cromossémico

de acessos do género Saccharum, com énfase em citétipos de S. spontaneum.

Material e métodos
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Para dar inicio aos estudos citogenéticos dos acessos do Complexo
Saccharum gemas retiradas de diferentes colmos dos gendétipos, CTC-6, IN84-58,
IN84-88 e SES205A, foram coletadas no campo de experimentacdo do Instituto
Agronémico de Campinas — Centro de Cana. Os materiais acima citados sdo de
interesse para futuros cruzamentos vizando o aumento de biomassa e fibra. Esses
foram colocados para brotar em bandejas plasticas contendo Sphagnum ou
Plantmax® umedecidos com agua. As bandejas entdo permaneceram em camara de
germinacgédo (B.O.D.), com temperatura constante de 35°C (+1-1) até a obtencéo de
raizes com cerca de 3 centimetros. Esses foram coletadas e imediatamente imersas
em antimitdtico (8-hidroxiquinolina na concentracdo de 0,04%), por 4 horas, a
temperatura ambiente.

Posteriormente, essas raizes foram lavadas e fixadas em solucdo Carnoy (3
etanol: 1 acido acético glacial) e acondicionadas em geladeira. As preparacfes
citogenéticas foram realizadas de acordo com Guerra e Souza (2002).

As metafases e pro-metafases obtidas no experimento foram classificadas
como: boas quando apresentavam um alto grau de espalhamento cromossémico e
boa condensacédo cromossdmica; médias quando apresentavam boa condensacéo,
porém com cromossomos sobrepostos; e ruins quando apresentavam baixo grau de
espalhamento cromossomico e baixa condensagédo cromossdmica. Para cada tipo de
metafase, foi atribuida uma nota, sendo nota 3 as metafases com boa qualidade, nota
2 as metafases com qualidade média e nota 1 as metafases com qualidade ruim. A
nota das metafases foi ponderada pelo nimero cromossémico encontrado, como
proposto por Ferrari (2010). Desta forma, uma metafase com nota 3 foi contabilizada
3 vezes (ou seja, como 3 contagens desse determinado nimero cromossémico),
enquanto uma metéafase nota 2, foi contabilizada como 2 contagens desse numero
cromossomico.

Para cada acesso optou-se por analisar um numero diferente de contagens,
para o genotipo CTC-6, 33 metafases, para IN84-58, 34 metafases, IN84-88, 37
metafases e SES205A, 11 metafases uma vez que essa espécie apresentou a menor
variacdo cromossdmica e o menor numero de cromossomos, fato que facilitou a
contagem correta dos mesmos. O uso de diferentes nimeros de contagens se deu

devido a dificuldade de obtencdo de metafases bem espalhadas nos diversos
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materiais. Baseado nas contagens e na ponderacdo de acordo com a qualidade das
metafases foram construidos graficos por meio do programa Excel.

As metéafases foram observadas em microscopio éptico no aumento de 1000x
e a contagem cromossémica auxiliada pelo programa IKAROS (Metasystems). As
imagens das metéfases foram obtidas por meio da camera AxioCam ERc 5s (Carl

Zeiss) e do programa AxioVision 4.8 (Carl Zeiss Vision).

Resultados e Discussao

A variacdo cromossdmica encontrada no cultivar CTC-6 foi de 2n= 92 a 2n =
126, sendo a moda 2n=112 (35,1% das metéafases) (Figural, Figura 2). Para os
acessos de S. spontaneum IN84-58 a variacdo cromossémica foi de 2n=70 a 2n=102
cromossomos, sendo a moda 2n= 96 (58% das metéafases) (Figura 1, Figura 3); para
IN84-88 observou-se a variagcdo de 2n=87 a 2n=115 cromossomos, sendo a moda
2n=104 (45,7% das metafases) (Figura 1, Figura 4), para SES 205A a variacao foi de
2n= 62 a 64 cromossomos, com moda de 2n=64 (75% das metafases) (Figura 1,

Figura 5).
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Figura 1 - Variagdo cromossdmica dos gendtipos CTC-6, IN84-58, IN84-88 e
SES205A.
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Figura 2- Metafases mitéticas do cultivar CTC-6 com 2n=112 cromossomos
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Figura 3- Metafases mitéticas de IN84-58: a) 2n=96 cromossomos b) 2n=96

Cromossomos ¢€)2n=84 cromossomos.

Figura 4- Metéfases mitoticas de IN84-88: a) 2n= 108 cromossomos b) 2n= 104

cromossomos ¢)2n=104 cromossomos.
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Figura 5 - Metafases mitoticas de SES205A com 2n= 64 cromosSsomos.
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A alta variacdo no numero de cromossomos de cana pode ser explicada pela
grande dificuldade em se obter células intactas onde ndo ocorram perdas de
cromossomos na maceracdo da raiz, ou ainda pela interpretacdo errada de
cromossomos sobrepostos (TLASKAL; HUTCHINSON 1973), no entanto, a existéncia
de aneuplodismos ndo podem ser descartadas uma vez que isto € comum para a
espécie. A grande quantidade aliada ao tamanho pequeno e a similaridade dos
cromossomos de cana também sao fatores que influenciam na analise cromossémica
do género Saccharum (D’HONT, 2005).

O valor encontrado para as cultivares atuais de cana-de-agucar neste trabalho
€ corroborado por D'Hont et al. (1996) que afirma que 0s gendtipos modernos de
cana-de-acgucar tém numero cromossémico variando de 2n= 100-130 cromossomos.
Silvarolla e Aguiar-Perecin (1994) identificaram como numero cromossdmico da
cultivar NA56-79, 2n=114 e para a cultivar Co419, 2n=113 cromossomos, Jenkin et al.
(1995) obtiveram como numeros cromossoémicos 2n = 112 e 2n = 110 para cultivares
MQ66-14 e 85N904 respectivamente, Barreto e Simon (1982) encontraram para a
cultivar POJ 2878 a variagdo cromossomica de 2n = 117-124, para POJ 2725 a
variacéo foi de 2n = 92-108 e para a cultivar Co281 2n = 115; para a cultivar R570,
D’Hont et al. (1996) sugeriram a variacdo cromossdomica de 2n= 107-115; para o
cultivar NCo376, D’Hont (2005), encontrou nimero cromossoémico préoximo de 2n=112
cromossomos. Cuadrado et al. (2004) analisaram trés acessos de cultivares modernas

de cana-de-acucar originados do cruzamento de S. officinarum e S. spontaneum e

|
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encontraram, para o cultivar My5514, o numero aproximado de 2n=103, para B42231,
o valor proximo foi de 2n=110 e para C236-51, 2n~115 cromossSomos.

Para a espécie S. spontaneum tem-se observado na literatura uma ampla
variacdo do numero cromossémico sendo essa de 2n = 40 a 2n= 128 com elevado
numero de citétipos com 2n =64, 2n =80, 2n = 96, 2n =112, 2n = 128 (PANJE; BABU,
1960) numeros esses concordantes com o resultado encontrado por D Hont et al.,
(1998) que confirmam o numero cromossdmico basico da espécie como sendo n=8
cromossomos. Neste trabalho, é possivel se observar citétipos com 2n= 64
(SES205A), 2n=96 (IN84-58) e 2n= 104 (IN84-88). Irvine (1999) constatou em seus
trabalhos uma grande quantidade de acessos de S spontaneum com numero 2n=64,
sendo também frequente a contagem 2n=80 cromossomos, esse ultimo numero
cromossémico ndo foi encontrado neste trabalho. D'Hont et al. (1998) relataram
diferentes nimeros cromossdmicos em clones de S. spontaneum sendo para SES 14,
2n =64, SES 106B, 2n = 64, Mol 5801, 2n = 80, NG 51-2, 2n =80, Mandalay, 2n = 96,
e Glagah 1286, 2n = 112 cromossomos. Citotipos como o Coimbatore com 2n=64 e
Java, com 2n=112 estdo presentes na base genealdgica de todas as cultivares
modernas de cana-de-acgucar (PEIXOTO, 1988, citado por FERRARI, 2010).

Conclusoes

A contagem do namero cromossomico foi eficiente para caracterizar 0s acessos
IN84-58, IN84-88, SES 205A e CTC-6. As informacdes geradas pelos dados
cromossOmicos poderao influenciar na escolha de genitores para novos cruzamentos
em cana-de-agucar bem como permitirdo a identificacdo de determinados acessos de

Complexo Saccharum.
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CAPITULO 6 - Caracterizacdo molecular e citogenética de hibridos
interespecificos (S. officinarum x S. spontaneum x Saccharum spontaneum)

para a introgressao

RESUMO: As cultivares modernas de cana, S. officinarum x S. spontaneum,
sdo hibridos vigorosos, originarios principalmente de hibridacdes interespecificas
entre S. officinarum e S. Spontaneum, seguidos por varios retrocruzamentos com S.
officinarum para recuperar teor de sacarose perdendo, no entanto, caracteristicas
atualmente importantes como alta biomassa e producédo de fibras. Programas de
introgressao interessados nessas caracteristicas tém utilizado cruzamentos entre
cultivares comerciais de cana e acessos de S. spontaneum para promover o aumento
biomassa e fibra. Baseado nisso, 0 presente trabalho teve como objetivo identificar
hibridos oriundos desses cruzamentos por meio de marcadores moleculares do tipo
microssatélite e compreender melhor os processos de transmissdo gamética e
participacdo genotipica de S. spontaneum em um grupo de hibridos previamente
identificados. Para isso, diferentes pares de primers de microsatélites foram utilizados
para a confirmacédo da natureza hibrida de materiais selecionados no campo. Apds a
confirmacéo da hibridacdo, materiais selecionados foram estudos por meio da técnica
de ctogenética molecular, GISH e FISH. Os marcadores moleculares foram eficientes
na comprovacdo da natureza hibrida e na identificacdo de polén exdgeno nos
cruzamentos. O nimero de cromossomos dos hibridos analisados variou de 2n = 100-
118, confirmando a natureza hapléide dos gametas e transmissao n + n, dos mesmos.
Nos hibridos analisados, cerca de 60% dos cromossomos pertenciam a S.
spontaneum e 40% a S. officinarum. Ambas as técnicas permitiram a confirmacédo da
natureza hibrida dos genétipos oriundos do cruzamento entre cultivares comerciais e
acessos de S. spontaneum, bem como forneceram informacdes sobre a transmissao
gameética, participacdo dos gendtipos no genoma e presenca de poélen exégeno no

cruzamento.

Palavras-chave: GISH, microssatélites, biomassa, cana-de-agucar, hibridacao.
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Introducéo

Os programas de melhoramento genético de cana-de-agUcar tém enfatizado o
desenvolvimento de cultivares que busquem ampliar a produtividade energética do
pais (LANDELL; BRESSIANI, 2008). Nesse contexto, a industria sucroalcooleira é
uma das poucas a produzir e vender, competitivamente, energia elétrica excedente
oriunda do bagaco da cana, sendo essa energia de extrema importancia
principalmente no periodo de seca. O Brasil possui, potencialmente na forma de
canavial, energia equivalente a trés Belo Monte (complexo com potencial hidrico na
Bacia do Rio Xingu) (JANK, 2014). Além disso, este tipo de energia, quando
comparado as usinas hidrelétricas, colabora para a reducdo dos problemas
ambientais e socioecondmicos além de permitir a criagdo de créditos de carbono e a
producdo de energia em periodo seco do ano (COOK et al., 1991, SILVA; SILVA,
2013, UNICA, 2011).

Nesse sentido, os programas de melhoramento tém investido em trabalhos de
introgressao para agregar altos valores de biomassa e fibras em novas cultivares de
cana, sendo esses genaotipos identificados como cana-energia.

Apesar da tentativa nos ultimos 20 anos de se aumentar a base genética da
cana, os cultivares de cana-de-acucar plantados no mundo ainda séo hibridos de
sexta a décima geragdo, com predominancia maior de S. officinarum e participacéo
menor de S. spontaneum. Porém, estudos com cruzamentos interespecificos entre os
diferentes géneros do Complexo Saccharum tém merecido destaque como forma de
introgressao de genes para aumento de fibras e biomassa. Segundo D'Hont et al.
(1995) a hibridacao interespecifica proporciona um grande avango no melhoramento
da cana, uma vez que permite beneficios como resisténcia a doencas, aumento na
produtividade, adaptabilidade para o crescimento em diferentes condigbes de
estresse, entre outros.

Recentemente, o Programa de Melhoramento de Cana de Acucar do Instituto
Agronémico de Campinas (IAC) iniciou um Programa de Introgressao Genética para
desenvolver materiais com alto teor de biomassa. Este programa tem como estratégia

0 cruzamento entre cultivares comerciais e acessos de S. spontaneum sendo essa
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ultima, rica em fibra, biomassa e resisténcia a doencas servindo como fonte de genes
para cana-energia

Para melhor compreensdo dos intercruzamentos, bem como para a
comprovacdo da efetividade dos mesmos, varios estudos tém sido realizados
(AITKEN et al.,, 2007, PIPERIDIS et al., 2000,). Trabalhos relacionados a
caracterizacdo hibrida tém sido conduzidos por meio do uso de marcadores
moleculares e da técnica de hibridizacdo in situ em hibridos de cana-de-agucar.
Marcadores do tipo microssatélites tém sido utilizados com sucesso para teste de
paternidade ou exclusdo em cana-de-acgUcar, sendo importantes também na
estimativa da taxa de cruzamento, ou autofecundacdo em familias derivadas de
cruzamentos bi-parentais ou de policruzamentos, bem como na identificacdo dos
genitores nesses ultimos (CAI et al., 2004, MCINTYRE; JACKSON, 2001; MELLONI
et al., 2014; XAVIER et al., 2014). Na area da citogenética molecular, os trabalhos
com hibridos tém procurado compreender a participacdo dos genomas genitores no
genoma dos hibridos e a efetividade dos cruzamentos, sejam eles naturais ou
artificiais (BAILEY et al.,1993), CUADRADO et al., 2004, D’HONT, 2005, D’HONT et
al., 1995, D’HONT et al.,1996).

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo principal identificar
hibridos oriundos de cruzamentos entre cultivares comerciais e S. spontaneum por
meio de marcadores moleculares do tipo microssatélites e compreender 0s processos
de transmissdo gameética e participacdo genotipica de S. spontaneum em um grupo

de hibridos, por meio de citogenética molecular (GISH e FISH).

Material e métodos

Anélise molecular

Individuos oriundos do cruzamento de RB855465 (S. officinarum x S.
spontaneum) x GlagaH (S. spontaneum) e IAC91-1099 (S. officinarum x S.
spontaneum) x Krakatau (S. spontaneum) tiveram seus DNAs extraidos para a
validagcdo da natureza hibrida. Do cruzamento RB855465 (S. officinarum x S.
spontaneum) x GlagaH (S. spontaneum), foram avaliados oito hibridos com alta

performance identificados como Clone221, Clone 231, Clone 244, Clone 283, Clone
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292, Clone 297, Clone 303 e Clone 316. Do cruzamento entre IAC91-1099 (S.
officinarum x S. spontaneum) x Krakatau (S. spontaneum), seis hibridos foram
avaliados e identificados como IACBIO1240, IACBIO1241, 1ACBIO1262,
IACBIO1263, IACBIO1264, IACBIO1265. Para a confirmacdo da natureza hibrida
foram utilizados quatro pares de primers (SCB312, SCB 381, SCB 436 e SCB 213)
para o cruzamento entre IAC91-1099 x Krakatau e 5 pares de primers (SCB381,
SCB312, SCB436, SCB423 e SCA48) para RB855465 x GlagaH. As reacdes de PCR
foram realizadas de acordo com o protocolo estabelecido por Pinto et al. (2004). Os
produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de poliacrilamida
desnaturante a 5% no genotipador de DNA da Licor 4300. Os marcadores produzidos
nos géis poliacrilamida foram genotipados com base na presenca (1) e auséncia (0).
A estimativa da dissimilaridade genética (D = 1-S) foi calculada por meio do
complemento da similaridade genética (S) obtida pelo coeficiente de Jaccard (1901).
As relacBes de dissimilaridade genética foram visualizadas pela construgdo de um
dendrograma baseado no método de Neighbor Joining utilizando o programa Darwin
5 (PERRIER; JACQUEMOUD-COLLET, 2006). Para constatar a consisténcia da
topologia formada optou-se pela utilizacdo do método de bootstrap com 1000
repeticoes.

Para a confirmacéo da natureza hibrida foi realizado um teste de paternidade
considerando as marcas presentes nas progénies e nos respectivos genitores
feminino e masculino (MELLONI et al., 2014).

Citogenética Molecular

Para a aplicacdo das técnicas de FISH (Hibridizacdo fluorescente in situ)
utilizou-se os clones 221, 292 e 303 do cruzamento entre RB855465 e GlagaH.
Experimentos de hibridizacdo genbémica in situ (GISH) foram realizados nos clones
292 e 221 devido ao maior numero de metafases de boa qualidade. Para a confecgéo
das laminas utilizadas na hibridizagéo in situ utilizou-se o processo de secagem ao ar.
As raizes foram lavadas duas vezes por cerca de 10 minutos em tampao de citrato
(acido citrico 4mM +citrato trisédico 6mM).

O material foi transferido para uma solucdo enzimatica (2% celulase e 3%

pectinase de Aspergillus niger) e colocado em estufa a 37 °C por cerca de 1 hora. Em
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seguida foi colocada uma amostra de raizes em uma pequena placa de petri contendo
acido acético 45% por 1-5 minutos. Utilizou-se pontas dessas raizes que foram
removidas com o auxilio de um estéreo microscopio, e dissecadas com a adicao de
uma gota de acido acético 60%. O material foi espalhado cuidadosamente com o
auxilio de uma agulha e aplicou-se seguidamente uma laminula.

O conjunto lamina-laminula passou por uma leve pressao utilizando a ponta
dos dedos e papel filtro. A lamina foi observada em um microscopio de contraste de
fase. Quando com boa qualidade foi colocada sobre gelo seco por cerca de 10
minutos. Passado este periodo, a laminula foi removida com o auxilio de um estilete.
As laminas de boa qualidade foram armazenadas a -20 °C para posterior uso nos
procedimentos de GISH e FISH.

Para a aplicacéo da técnica de GISH e FISH foram produzidas sondas pTa71
(5S) e pTa794 (45S) e sondas genbmicas produzidas com DNA extraidos do acesso
GlagaH (S. spontaneum) e Green German (S. officinarum). Para a confeccdo das
sondas pTa7l (5S) e pTa794 (45S) utilizou-se DNA de trigo. Para confeccdo das
diferentes sondas de DNA gendmico, amostras de DNAs extraidos foram partidas
(quebradas) por meio de alta temperatura (110°C por 4 minutos) em autoclave. Para
a marcacao desses materiais utilizou-se os procedimentos descritos no kit, Bioprime®
Array CGH Genomic Labelling System seguido de purificagdo por meio do Kit
NucleoSpin® Extract Il. Para a realizacdo da hibridizac&o in situ utilizou-se os
protocolos estabelecidos por Schwarzacher e Heslop-Harrison (2000).

As solucbes de hibridizacdo utilizadas no experimento continham: 50%
Formamida, 2 x SSC, 10% Dextran Sulfato, DNA de esperma de salméo, 0.125mM
EDTA, 0.125% SDS e as diferentes sondas sendo utilizado 2ul de DNA gendmico
marcado na concentracdo de 2ug/ pl de S. officinarum (Green German) e S.
spontaneum (GhagaH) ou pTa7l (5S) e pTa794 (45S) na concentracdo de 1 pg/ ul
para cada reacdo. As laminas selecionadas foram entdo, cobertas por essa solucao
de hibridizacdo permaneceram em termociclador Hipro 200 (ThermoHybaid) sobre
vibrac&o a 72°C por 7 minutos seguido de 20 horas a 37°C. Em cada lamina contendo
material hibridado aplicou-se em uma solucdo de anticorpos contendo (1-6ug/ml
conjugado de anti-digoxigenina (FITC conjugado-verde) e streptavidina (Alexa594-
vermelho) dissolvidos em solugao bloqueadora. As laminas foram contra coradas com

DAPI, 4,6-diamino-2-fenil indol (4ug/ml em tamp&o Mcllvaine’s buffer). As
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preparacdes cromossémicas foram observadas em microscoépio de epifluorescéncia
Nikon e as imagens processadas com o auxilio do Adobe Photoshop, utilizando-se

apenas as funcdes de contraste que afetam toda a imagem.

Resultados e discussao

Para o cruzamento RB855465 (S. officinarum x S. spontaneum) x GlagaH (S.
spontaneum), 0s cinco pares de primers SSRs produziram um total de 56 marcas as
quais foram observadas entre 0s genitores e progénie. Entre os 8 clones deste
cruzamento, a maior dissimilaridade genética (0,54) foi observada entre o clone 316 e
0 clone 283 e a menor (0,27) entre os clones 231 e o clone 221. O clone 303 se
mostrou menos dissimilar a cultivar RB855465 (0,37) enquanto o clone 292 mostrou-
se menos similar a GlagaH (0,42) (Figura 1). O clone 221 mostrou-se 0 mesmo s
dissimilar com o genitor GlagaH (0,53) e o clone 292 com a RB855465 (0,51). No
cruzamento entre IAC91-1099 (S. officinarum x S. spontaneum) e Krakatau (S.
spontaneum) foram obtidas 58 marcas. A maior dissimilaridade genética (0,65) entre
os hibridos foi encontrada entre IACBIO1265 e IACBIO1241 e o menor (0,32) entre
IACBIO1264 e IACBIO1262. O clone IACBIO1241 se mostrou menos dissimilar a
cultivar IAC91-1099 (0,37), enquanto o clone IACBIO1265 mostrou-se menos
dissimilar a Krakatau (0,43) (Figura 2).

Concomitantemente foi possivel verificar a presenca de um clone ndo oriundo

do cruzamento em questao, o clone IACBIO1241 (Figura 3).
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Figura 1- Dendrograma referente aos hibridos do cruzamento RB855465 (S.
officinarum x S. spontaneum) x GlagaH (S. spontaneum), obtido pelo agrupamento
Neighbor Joining apresentando as relacdes de dissimilaridade genéticas entre o0s
clones e genitores obtidas pelo complemento do coeficiente de similaridade de
Jaccard. Os valores de bootstrap em porcentagem estdo apresentados nos nés de

cada agrupamento.
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Figura 2 - Dendrograma referente aos hibridos do cruzamento IAC91-1099 (S.
officinarum x S. spontaneum) x Krakatau (S. spontaneum) obtido pelo agrupamento
Neighbor Joining apresentando as relagbes de dissimilaridade genéticas entre os
clones e genitores obtidas pelo complemento do coeficiente de similaridade de
Jaccard. Os valores de bootstrap em porcentagem estdo apresentados nos nés de

cada agrupamento.
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Figura 3. Perfil molecular dos clones do cruzamento IAC91-1099 (S. officinarum x S.
spontaneum) e Krakatau (S. spontaneum). As marcas em vermelho sao referentes a
marcadores ausentes em pelo menos um dos genitores.

Os marcadores moleculares permitiram confirmar a auséncia de
autofecundacéo dos materiais selecionados bem como a presenca de um individuo
oriundo de pdélen exdgeno no cruzamento entre IAC91-1099 (S. officinarum x S.
spontaneum) x Krakatau (S. spontaneum) (Figura 3). De fato, problemas relativos a
autopolinizacao e fecundacédo por pélens exdégenos sdo comuns em cana-de-agucar
(CAI et al., 2005). Melloni et al. (2014) encontraram também materiais oriundos de
pélens diferentes dos utilizados em seus cruzamentos. Segundo Brown et al. (2007)
uma das razdes para classificacdo errada de hibridos de cana, sejam os mesmos
clones comerciais ou materiais oriundos de novos cruzamentos, € a possibilidade de
contaminagao por polen externo ao cruzamento trazido pelo vento, insetos ou ainda
por plantas que podem realizar a auto-polinizagdo, uma vez que nem sempre é
possivel a total esterilizagdo ou separacdo dos polens utilizados nas estruturas de
cruzamento. Para Zhang et al. (2009) a eficiéncia dos programas de melhoramento
genético em cana pode ser aumentada com o uso de marcadores moleculares que

comprovem a efetividade dos cruzamentos. A comprovacdo do carater hibrido de
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materiais oriundos de cruzamentos pode indicar também o quao precisa € a selecéo
feita no campo, podendo economizar tempo, custo e trabalho no processo de
lancamento de novas cultivares (MANIGBAS;VILLEGAS 2004).

As andlises dos hibridos por meio da citogenética molecular geraram
informagdes que permitiram aumentar 0os conhecimentos sobre o comportamento dos
genitores na formacdo dos materiais estudados. Os clones analisados tiveram
diferentes variagdes no numero cromossdémico. O clone 221 teve variacdo de 102 a
116 cromossomos, sendo possivel observar maior nimero de metafases contendo
110 cromossomos (Figura 4). Para o clone 292 a variacdo obtida foi de 106 a 124
cromossomos (Figura 5), sendo possivel a observacdo de um grande numero de
metafases com 110 e 118 cromossomos. Para o clone 303 o nimero cromossdmico
variou de 106 a 118 (Figura 6), sendo o numero mais observado 2n=114

cromossomeos.

Figura 4 — Metafase mitética do hibrido 221 (2n= 102 cromossomos) contra corada
com DAPI.
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Figura 5 — Metafase mitotica do hibrido 292 (2n= 118 cromossomos) contra corada
com DAPI.

Figura 6 — Metafase mitotica do hibrido 303 (2n= 114 cromossomos) contra corada
com DAPI.
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De acordo com 0s numeros cromossdmicos analisados neste trabalho, pode-
se afirmar que a transmissao de gametas nos hibridos estudados foi n+n, uma vez
gue a cultivar mae apresenta niumero cromossdmico variando de 2n=100-130 e o
acesso GlagaH (S. spontaneum) possui numero cromossomico 2n=112
cromossomos. Essa informacdo € importante, uma vez que em cana-de-agucar €
possivel se observar a transmissdo 2n+n em hibridos de S. officinarum e S.
spontaneum (BREMER, 1961, ROACH, 1969). A transmissdao de n+n envolvendo
cruzamentos entre S. officinarum e exemplares de S. spontaneum com 2n=112
cromossomos foi confirmada por D’Hont et al. (1996).

A aplicacdo da técnica de GISH nos materiais analisados ndo permitiu a
distincdo de cromossomos especificos de S. officinarum e S. spontaneum, isso porque
ambas as sondas marcaram todo o genoma dos hibridos. Esse mesmo fato foi
observado no trabalho realizado por Cuadrado et al. (2004), de acordo com o qual
isso se deveu ao alto grau de homologia das sondas. Os genomas utilizados como
sondas nos experimentos de GISH, GlagaH (S. spontaneum) e Green German (S.
officinarum), sdo materiais antigos classificados como representantes puros de
acessos de S. spontaneum e S. officinarum.

No entanto, devido aos poucos conhecimentos existentes em relacdo as
espécies mais primitivas de cana-de-acucar, a possibilidade desses materiais serem
antigos hibridos ndo pode ser descartada. Esse fato permite ainda, questionamentos
sobre acuracia da técnica de GISH para comprovar a introgressao em hibridos de
base genética estreita como em cana-de-agucar. Questionamentos sobre a
sensibilidade dessa técnica em relacdo a pequenos segmentos de introgressao e
sobre as limitagbes da mesma para detectar genomas relativamente proximo sao
indicados por Bailey et al. (1993), Schwarzacher et al. (1992) e Cuadrado et al. (2004).

Mesmo com a auséncia de especificidade das sondas utilizadas foi possivel
guantificar a participagéo de S. spontaneum e S. officinarum por meio da anélise da
maior predominancia de uma das cores em cada cromossomo analisado. Com isso,
verificou-se que para o Clone 292 e para o clone 221 cerca de 60% dos cromossomos
sao oriundos de S. spontaneum e 40% sao oriundos de S. officinarum (Figura 7 e 8).
A sonda S. spontaneum marcaram mais fortemente as regibes centroméricas,
enquanto a sonda de S. officinarum apareceram mais dispersas ao longo do

comprimento dos cromossomos.
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As participacfes dos genomas de S. spontaneum e S. officinarum nos genomas
dos hibridos corroboram com os dados obtidos por D’Hont et al., (1996) que confirmam
a contribuicdo de 10% do genoma das cultivares atuais oriundas de S. spontaneum,
80% de S. officinarum e 10% de recombinantes. Segundo D’Hont (2005), no cultivar
NCo0376, foi possivel se observar as proporcfes de 20% de S. spontaneum, 70 % de
S. officinarum e 10% de recombinantes no genoma total da espécie. Cuadrado et al.
(2004) afirmaram que cerca de 16% dos cromossomos dos cultivares modernos por
eles analisados sd@o pertencentes a espécie S. spontaneum, 5% S80 Cromossomos
recombinantes ou que sofreram translocacdo, sendo o restante pertencente a S.
officinarum. De maneira mais geral, Piperidis e D’Hont, (2001) relataram que a
proporcao completa do genoma de S. spontaneum em 7 cultivares de cana-de-agucar
€ cerca de 10 e 20% do total dos genomas desses acessos. A porcentagem dos
genomas utilizados como sonda confirmam também a transmisséo n+n dos gametas
envolvidos uma vez que, neste caso, por se tratar do cruzamento entre uma cultivar
atual e um clone de S. spontaneum, esperava-se cerca de 60-70% dos cromossomos

oriundos de S. spontaneum e o restante oriundo de S. officinarum.
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c. 49 S. officinarum type

Saccharum clone 221. Probes: S. spontaneum red/lo; S. offic/narum greensdig c. 112 chromosomes .
Natalia Melloni, Pat Heslop-Harrison, Trude Schwarzacher March 2014 ¢. 63 5. spontaneum type

Figura 7- Preparacdo cromossémica do hibrido 221 (2n= 112 cromossomos) depois
da GISH utilizando DNA genomico de S. officinarum (rotulado com digoxigenina,
verde) e DNA gendémico de S. spontaneum (rotulado com biotina, vermelho)

contracorados com DAPI
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Saccharum clone 292, Probes: S, spontaneum green, S officinarum red Slide F1_6 #9-4 type

Natalia Melloni, Pat Heslop-Harrison, Trude Schwarzacher March 2014 c. 61-S.spontaneum type

Figura 8- Preparacdo cromossémica do hibrido 292 (2n= 110 cromossomos) depois
da GISH utilizando DNA genomico de S. officinarum (rotulado com biotina, vermelho)
e DNA gendbmico de S. spontaneum (rotulado com digoxigenina, verde) e
contracorados com DAPI.
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Os estudos realizados com as sondas 45S e 5S permitiram a observagédo de
11 sitios de ambos rDNAs para os clones 303, 292 e 221 (Figura 9, 10 e 11). Em

algumas laminas um fraco sinal foi observado em 1 cromossomo podendo indicar um

novo sitio.

Figura 9 - Sitios de rDNA em cromossomos do hibrido 303 (a) sonda rDNA 45S
marcada com biotina, 11 sitios e (b) sonda rDNA 5S marcada com digoxigenina, 11
sitios. Os cromossomos foram contra corados

Figura 10- Sitios de rDNA em cromossomos do hibrido 292 (a) sonda rDNA 45S
marcada com biotina, 11 sitios e (b) sonda rDNA 5S marcada com digoxigenina, 11
sitios. Os cromossomos foram contra corados com DAPI.
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Figura 11 - Sitios de rDNA em cromossomos do hibrido 221 (a) sonda rDNA 5S
marcada com digoxigenina, 12 sitios e (b) sonda rDNA 45S marcada com
digoxigenina, 11 sitios. Os cromossomos foram contra corados com DAPI.

Em todas as metafases analisadas € possivel a observacao de intensidades
luminosas diferentes entre os sitios analisados, mostrando maior ou menor presenca
dessas sondas nos cromossomos observados.

Por apresentarem tamanhos pequenos nao foi possivel obter informacdes
precisas sobre a posicao dos sitios. Estudos em pré-metafases normalmente geram
resultados melhores na caracterizagcdo de genes ribossomais e melhor observacao de
translocacdo e recombinacdo de cromossomos (CUADRADO et al.,, 2004). Séo
poucos os trabalhos que quantificam os sitios de 45S e 5S em cana-de-agUcar.
Cuadrado et al. (2004) relataram 10 sitios de rDNA 45S e 5S nas cultivares My5514 e
B42231 e 12 sitios na C236-51. Ferrari (2010), quantificou 12 sitios de rDNA 45S e
5S nas cultivares RB72454 e RB835486 e 11 sitios 45S e 9sitios 5S para a cultivar
RB867515 (Tabela 1). Os genes ribossomais 45S e 5S s&o sequencias em tandem
com cerca de 10Kb, sdo altamente conservados e podem ocupar posi¢oes diferentes
entre as espeécies sendo assim podem ser marcadores importantes para estudos
evolutivos, como especiacdo ou a identificacdo de cromossomos diferenciados entre
acessos (HESLOP-HARRISON, 2000; SOARES-SCOTT et al., 2005).
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Tabela 1- Numero de sitios rDNA 45S e 5S descritos em cultivares de cana-de-agucar
atualmente.

Espécie Acesso 2n Sitios Sitios Referéncia
rDNA rDNA
45S 5S

S. officinarum x
S. spontaneum

My5514 2n ~ 103 10 10 Cuadrado et al.,
2004.
B42231 2n ~ 110 10 10 Cuadrado et al.,
2004.
C236-51 2n ~ 115 12 12 Cuadrado et al.,
2004.
RB72454 2n =112 12 12 Ferrari, 2010
RB835486 2n =112 12 12 Ferrari, 2010
RB867515 2n =110 11 9 Ferrari, 2010

A coloragé@o com DAPI foi relativamente uniforme em todo os cromossomos das
metafases observadas. Bandas positivas foram observadas na sua maioria em
regides centroméricas, algumas bandas foram observadas na porcdo terminal de
alguns cromossomos (Figura 12). Essas regides sao ricas em repeticbes AT indicando
familias de DNA repetitivo que também poderdo ser usadas no futuro para estudos

evolutivos.

Figura 12 — Metéfase mitética do hibrido 229 contra corada com DAPI. As setas
brancas indicam bandas préximas ao centromero enquanto as setas amarelas indicam
bandas mais terminais.
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Os dados obtidos neste estudo fornecem as primeiras informacdes citogenética
sobre hibridos originados de cultivares comerciais com S. spontaneum produzidos
pelo programa de melhoramento de cana do IAC. Essas informagdes podem permitir
no futuro o desenvolvimento de mapas fisicos de conjuntos de cromossomos no
género Saccharum bem como o desenvolvimento de marcadores adicionais, como
BACs (D’HONT et al., 1995, D’HONT et al., 1998).

Informacdes detalhadas sobre o genoma das cultivares modernas de cana sao
de extrema importancia, uma vez que ddo uma visao gquantitativa da recombinacéo
meiotica e de eventos de translocacdo na remodelacao desse que € um dos genomas
mais complexos existentes (CUADRADO et al.,2004).

Conclusdes

Marcadores moleculares e o uso da técnica de hibridizacdo in situ foram
eficientes na confirmacdo da natureza hibrida e na caracterizacdo dos genotipos
oriundos do cruzamento entre cultivares comerciais e acessos de S. spontaneum. A
transmissdo gamética n+n foi confirmada por meio dos trabalhos citogenéticos. Os
dados moleculares produzidos aqui também se mostraram eficazes na deteccéo de

pélen exégeno nos cruzamentos analisados.
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