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Resumo

MASCARENHAS, Luize Silva. Caracterizacdo fenotipica e molecular de
genoétipos de cana-de-agucar. 2018. 45f. Trabalho de Conclusdo de Curso —
Curso de Bacharelado em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas.

A cana-de-acUcar (Saccharum spp.) é uma das culturas de maior importancia
agroindustrial no cenario nacional, o que estd vinculado principalmente a sua
multipla forma de uso e elevado potencial produtivo. Esta cultura é afetada
negativamente pelo déficit hidrico, condicdo que ocorre em algumas regides. O
objetivo do presente trabalho foi avaliar e caracterizar genétipos de cana-de-acucar,
através de caracteres fenotipicos e moleculares. O experimento foi conduzido na
estacdo experimental da Embrapa Clima Temperado, onde foram avaliados 28
genotipos de cana-de-agucar, previamente classificados quanto a tolerancia ao
déficit hidrico. Foram avaliadas caracteristicas biométricas e visuais, 0s caracteres
biométricos avaliados foram: numero de perfilhos ou colmos por metro linear (NCM),
estatura de colmos (ALT), didametro de colmos (DIA), massa média de um colmo
(MMC), tonelada de colmos por hectare (TCH), teor de solidos solUveis totais do
caldo (SST) e tonelada de brix por hectare (TBH). Paralelamente, no Laboratério de
Biologia Molecular da Embrapa Clima Temperado, foi extraido DNA de tecidos
vegetais de 30 genotipos de cana-de-acucar. O DNA utilizado para as amplificacbes
de SSR-PCR, foi extraido pelo método CTAB, e foram testados 8 primers SSR. Os
produtos da PCR foram separados em gel de agarose 3% e posteriormente foi
realizada a analise de similaridade com auxilio do programa NTSYS PC 2.10m. Nao
houve relacdo entre os resultados fenotipicos e moleculares, para as variaveis
avaliadas. Entretanto, a analise molecular permitiu distinguir os gendétipos, que
demonstraram importante variabilidade genética. Dessa forma, é possivel concluir
gue ha variabilidade fenotipica e molecular entre os genotipos avaliados.

Palavras-chave: Saccharum spp; déficit hidrico; marcador molecular.



Abstract

MASCARENHAS, Luize Silva. Phenotypic and molecular characterization of
sugarcane genotypes. 2018. 45f. Trabalho de Conclusdo de Curso — Curso de
Bacharelado em  Biotecnologia. Universidade  Federal de Pelotas.

Sugarcane (Saccharum spp.) is one of the most important agroindustrial crops in the
national scenario, which is mainly linked to its many forms of use and high productive
potential. This crop is negatively affected by the water deficit, a condition that occurs
in some regions. The aim of this work was to evaluate and characterize sugarcane
genotypes, through phenotypic and molecular characteristics, aiming water deficit
tolerance. The experiment was conducted at the Embrapa Clima Temperado
experimental station, where 28 sugarcane genotypes were evaluated, previously
classified according to their tolerance to water deficit. Biometric and visual
characteristics evaluated were: number of tillers or culms per linear meter (NCM),
culm height (ALT), culm diameter (DIA), specific culm mass (MMC), tons of culm per
hectare (TCH), juice total soluble solids (SST) and tons of brix per hectare (TBH). At
the same time, in the Laboratory of Molecular Biology of Embrapa Clima Temperado,
DNA was extracted from the plant tissue of 30 sugarcane genotypes. The DNA used
in microsatellite (SSR) amplification by PCR was extracted using the CTAB method,
and 8 SSR primers were tested. PCR products were separated in 3% agarose gel
and later a similarity analysis was performed with the aid of the software NTSYS PC
2.10m. No relation was found among the phenotypic and molecular results, for the
evaluated variables. However, the molecular analysis allowed to distinguish the
genotypes, which presented important genetic variation. This way, it's possible to
conclude that there is phenotypic and molecular variation between the evaluated
genotypes.

Keywords: Saccharum spp; water deficit; molecular marker.
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1. Introducéo

A cana-de-agUcar (Saccharum spp.) € uma espécie tropical, que apresenta
multiplas formas de utilizac@o, tanto na agricultura quanto na industria, além de
elevado potencial produtivo, tornando-a uma das culturas de maior importancia
agroindustrial no cenario nacional. O Brasil atualmente € o maior produtor mundial
de cana-de-acucar, apresentando uma area cultivada de 8,7 milhdes hectares e
produtividade média de 72,5 t/ha! na safra 2017/18 (CONAB, 2018).

A importancia da cultura esta associada principalmente a ampla utilidade, que
possibilita gerar grande quantidade de produtos. Além da producdo de &alcool e
acucar, pode ser utilizada como fonte de alimento para animais e no processamento
de produtos agroindustrias como rapadura, melado, aglicar mascavo e aguardente.

A cultura é fortemente influenciada pelas variacbes meteoroldgicas ao longo
de todo seu ciclo vegetativo e durante o periodo de maturacdo, visto que 0s
principais fatores ambientais que influenciam a produtividade séo a temperatura do
ar, disponibilidade hidrica e radiacéo solar (VIANNA; SENTELHAS, 2014).

A baixa disponibilidade hidrica afeta negativamente o crescimento e
desenvolvimento das plantas, afetando o desempenho produtivo das mesmas,
sendo apontada como a principal causa da reducdo da produtividade dos cultivos
agricolas. A dimensdo do impacto causado pelo déficit hidrico na produtividade
agricola ocorre conforme a fase de desenvolvimento da planta (RESENDE et al.,
(2008).

A cana-de-acuUcar apresenta exigéncias quanto as condicdes meteoroldgicas
durante algumas fases do seu desenvolvimento, tendo sua produtividade
influenciada por fatores climaticos. Nos Ultimos anos, houve um aumento
consideravel em estudos acerca da tolerancia varietal em relacdo aos estresses
abioticos, envolvendo fatores climaticos, visto que a espécie é considerada
altamente dependente das condicdes meteoroldgicas para a sua producao
(ANTUNES, 2015).

Nesse sentido, considerando o que foi exposto, pode-se verificar a
importancia da utilizacdo de gendtipos com elevada adaptabilidade as condicbes
edafoclimaticas. Dessa forma, considerando a variabilidade genética existente em

cana-de-acUcar quanto a tolerdncia ao déficit hidrico (SALIENDRA et al., 1996;
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INMAN-BANBER & SMITH, 2005), fica evidente a importancia da identificagcdo de

gendtipos superiores para esta caracteristica.

Os avancos da biotecnologia desde a década de 70, permitram o
desenvolvimento e aperfeicoamento de técnicas moleculares, que associadas as
areas de bioinformética e genética quantitativa, apresentam-se como alternativa
para auxiliar em processos de melhoramento genético (LANZA et al., 2000).

A utilizagdo de técnicas de biologia molecular, como o uso de marcadores
moleculares, € uma alternativa de interesse para o melhoramento genético aplicado,
tornando-se benéfica, a partir da utilizacdo direta de informacbes de DNA nos
programas de selecdo. Esta técnica permite alta eficiéncia seletiva, rapidez na
obtencdo de ganhos genéticos e baixo custo quando comparado com meétodos
tradicionais de selecdo (RESENDE et al., 2008). Diversos estudos apontam a
utiizagdo de marcadores moleculares no melhoramento genético da cana-de-
acucar, contribuindo para elucidacéo do complexo genoma da espécie, auxiliando na
escolha de genitores, na identificacdo de genotipos superiores e também na
construcdo de mapas genéticos (PINTO, 2008).

Nesse sentido, o presente trabalho tem como objetivo realizar a caracterizacao

fenotipica e molecular de genétipos de cana-de-acucar.
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2. Objetivos

2.1.0bjetivo Geral

Caracterizar fenotipica e molecularmente gendtipos de cana-de-agucar

previamente selecionados em testes para tolerancia ao déficit hidrico.

2.2.0bjetivos especificos

> Avaliar caracteristicas biométricas em genétipos de cana-de-acgulcar;
> Avaliar o desempenho agronémico de genétipos de cana-de-acglcar;
» Caracterizar molecularmente genotipos de cana-de-acucar através de

sequéncias microssatélites.
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3. Revisao de Literatura
3.1.Cana-de-acgucar

3.1.1 Cenério Mundial

A cana-de-acucar é uma das principais culturas de importancia econémica no
mundo, sendo cultivada em mais de 100 paises. No entanto, aproximadamente 80%
da producdo mundial estad concentrada em dez paises, segundo dados da FAO
(2018), apresentados na tabela 1. O Brasil ocupa a primeira posi¢cao no ranking dos
maiores produtores de cana-de-acucar no mundo, considerando a média realizada
entre 0s anos de 1994 e 2016.

Tabela 1. Producdo em toneladas, dos dez maiores produtores de cana-de-agUcar do mundo, média
da producéo entre os anos de 1994 a 2016.

Paises Producao em toneladas
Brasil 510.971.291,70
india 303.231.206,60
China 96.691.484,35
Tailandia 67.389.225,83
Paquistédo 52.864.769,13
México 49.567.041,87
Colémbia 35.408.226,83
Australia 33.840.057,96
EUA 29.383.377,48
Indonésia 26.872.318,26

Fonte: FAO, 2018.

A producdo mundial de cana-de-aclucar, bem como a area plantada, tiveram
um incremento significativo a partir do ano de 2005 (Figura 1), estabilizando esse
crescimento no ano de 2013, ano em que atingiu o maior valor em producédo de

toneladas.
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Figura 1- Producao e area plantada de cana-de-aclcar no mundo entre os anos 1994 a 2016.
Fonte: FAO, 2018.

Segundo levantamento feito pela Companhia Nacional de Abastecimento
(CONAB, 2018), no Brasil, a producdo de cana-de-acgUcar estimada para a safra
2018/19, é de 635,51 milhdes de toneladas; a area colhida esta estimada em 8,66
milhdes de hectares; e a produtividade média estimada para a safra 2018/19 é de
73,3t/ha. A producdo de aclcar deve atingir 34,2 milhées de toneladas; quanto ao
etanol, estima-se a producao de 30,41 bilhdes de litros.

Conforme ilustrado na figura 2, a expectativa é de um leve aumento na
produtividade em relacdo a safra anterior. Nota-se que a produtividade nos ultimos
anos tem sido menor do que nas safras anteriores, isso pode estar associado ao
envelhecimento das lavouras, a baixa taxa de renovacéo, a falta de investimento em
algumas regides, e a reducdo do pacote tecnologico. A introducdo da colheita
mecanizada também influenciou na reducdo da produtividade nos ultimos anos em
lavouras que ndo estavam sistematizadas para esse tipo de pratica cultural,
ocasionando compactacdo do solo nas entrelinhas e danificacdo das soqueiras
(CONAB, 2018).
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Figura 2- Evolucgédo da produtividade de cana-de-actcar no Brasil.
Fonte: Conab, 2018.

3.1.2 Importéncia Socioecondmica

Como exposto no topico anterior, o Brasil € o maior produtor mundial de cana-
de-acucar, que € a matéria-prima da fabricacdo do acucar e do etanol no Brasil. Em
relacdo aos combustiveis renovaveis, atualmente o etanol € o biocombustivel de
maior expressdo. Por ser menos poluente que os combustiveis derivados do
petroleo, bem como de outros biocombustiveis como o biodiesel, por exemplo,
assume grande importancia no contexto do compromisso da sociedade em
encontrar fontes alternativas aos combustiveis fosseis (BACCHI, 2007).

A cultura da cana-de-acucar também tem alto impacto sobre o
desenvolvimento econdémico das regides onde é cultivada. Uma série de estudos
tem demonstrado que municipios com usinas ou com producdo expressiva de cana-
de-acucar, apresentam uma renda per capita e PIB maior se comparados a
municipios que ndo produzem este tipo de cultura (WALTER et al., 2008;
SPAVOREK et al., 2009; CHAGAS; TONETO; AZZONI, 2011).

Segundo Bacchi e Caldarelli (2015), a expansdo do setor sucroenergético, no
estado de Sao Paulo, tem efeitos positivos sobre o emprego e a renda, em razdo da
presenca de usinas e destilarias no estado. Sendo assim, tanto a producdo de
acucar, como a de etanol, que utilizam como matéria prima a cana-de-acucar,
influenciam na geracdo de renda e empregos, impactando positivamente a
populacdo que vive nas proximidades das regides produtoras.

No Rio Grande do Sul (RS), a cana-de-agucar teve seu cultivo introduzido em
1725, no entanto a producdo da cultura representa menos de 0,5% da area plantada

no Brasil. Apesar da producdo da cana-de-acicar no RS ndo apresentar expressao
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relevante no cenario nacional, seu cultivo apresenta grande importancia, por estar
associado a agricultura familiar. Atualmente a cultura esta presente em 31.215
estabelecimentos agropecuérios (IBGE, 2017), sendo utlizada para o
processamento artesanal de subprodutos, como aguardente, melado e acuUcar
mascavo, bem como na alimentacdo animal, em épocas de baixa oferta de

forragem.

3.1.3 Classificagéo taxonémica

A cana-de-acUcar € uma espécie pertencente a familia Poaceae e ao género
Saccharum, classificada como uma planta aldgama e semi-perene, tem como origem
a regido sudeste da Asia, com destaque para Nova Guiné, China e india (DIOLA;
SANTOS, 2012). O género Saccharum compreende pelo menos seis espécies,
sendo elas: S. officinarum L. (2n = 80), S. robustum Brandes e Jeswietex Grassl (2n
= 60-205), S. barberi Jeswiet (2n = 81-124), S. sinense Roxb (2n = 111-120), S.
spontaneum L. (2n = 40-128) e S. edule Hassk. (2n = 60-80) (MATSUOKA et al.,
2005). As espécies pertencentes a este género sdo caracterizadas por serem
altamente heterozigoticas, apresentando elevados niveis de poliploidia e frequente
ocorréncia de aneuploidia.

Atualmente, as variedades cultivadas de cana-de-acgucar (Saccharum spp.)
sdo hibridos interespecificos oriundos do cruzamento das espécies Saccharum
spontaneum e S. officinarum. Com excecdo a S. edule, o genoma de todas as
espécies do género Saccharum podem contribuir parcialmente para o genoma dos
hibridos cultivados (MATSUOKA et al., 2005).

3.1.4 Morfologia

A cana-de-aclUcar € uma graminea de clima tropical, que desenvolve-se na
forma de touceiras, constituidas pela parte aérea, formada por colmos, folhas e
inflorescéncias, e por uma parte subterranea, constituida por raizes e rizomas.
Devido a estrutura tipo rizoma sob o rés do chao, a cana rebrota sempre que a parte
aérea for cortada, sendo a nova brotacdo conhecida como soqueira (ANTUNES,
2015).

O sistema radicular da espécie é formado por raizes adventicias e

permanentes, formando um sistema fasciculado, podendo chegar até quatro metros
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7

de profundidade. O colmo, ou seja, o caule é responsavel pela sustentacdo das
folhas e inflorescéncia, € composto por nédios (ou nés) e internédios (ou entrenos) e
pode apresentar os portes: ereto, semiereto ou decumbente (CESNIK; MIOCQUE,
2004). A morfologia do colmo é bastante variavel, podendo apresentar diferencas
guanto ao diametro, longitude dos entrends, formato e cor, conforme a variedade. O
no6 engloba a gema, o anel de crescimento, a cicatriz foliar e a zona radicular. E uma
regido importante para a descricdo das variedades, pois apresenta muita variacao.

As folhas da cana-de-acuUcar sdo alternadas, fixadas a base do colmo nos ndés
e divididas em trés partes: bainha, 1amina foliar e colar (figura 3). A bainha é em
formato tubular, envolvendo o colmo e ligando a lamina foliar ao nédio no colmo. Ja
a lamina foliar € a regido que se projeta a partir da bainha, sustentada pela nervura
central, alongada e plana. A lamina foliar pode se manter ereta, dobrada ou curva. A
bainha pode apresentar coloracéo diferente da lamina foliar, além da presenca de
pélos e cera, sendo isso variavel com o gendétipo. O ponto de ligacéo entre a bainha
e a lamina foliar € denominado de colar, que ainda é dividido em cotovelo, ligula e
auricula (FERRARI, 2010).

} Inflorescéncia

Colmo e area foliar

Nervura
— Colmo

Lamina foliar
Ligula //__
Bainha’
foliar

Auricula
Entrend

/,/ i ./ .
/ Lamina foliar

/_
Zﬁ
Ne
\ Rizomas

Estolao — Ralzes

Figura 3- Partes de uma graminea genérica.
Fonte: Ball et al. (2007).
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A inflorescéncia da cana-de-agucar € do tipo panicula aberta, forma sagitada,
as flores sdo muito pequenas. Uma Unica panicula contém centenas a milhares de
flores, sendo que um colmo pode gerar uma Unica panicula. As flores sao
hermafroditas, pode ocorrer autofecundacdo, embora rara. O androceu € constituido
por trés estames, portando uma antera cada um (VAN DILLEWIJN, 1952, apud
FERRARI, 2010).

Os estadios fenoldgicos da cana-de-acucar estéo ilustrados na figura 4, sédo
eles: brotacdo e emergéncia; perfilhamento; crescimento dos colmos; maturacédo dos
colmos. No estadio de brotacdo e emergéncia, o broto rompe as folhas da gema e
se desenvolve em direcdo a superficie do solo, ao passo que surgem as raizes do
tolete. A emergéncia do broto ocorre de 20 a 30 dias ap0s o plantio. No estadio do
perfilhamento, ocorre a emissédo de colmos de uma mesma planta, 0s quais recebem
a denominacdo de perfilhos. Os brotos aparecem de 20 a 30 dias apés a
emergéncia do colmo primario, o perfilhamento é responsavel pela formacdo da
touceira da cana-de-acglcar e a populacdo de colmos que sera colhida. O estadio de
crescimento dos colmos, ocorre a partir do auge do perfilhamento, entédo, os colmos
sobreviventes dao continuidade ao crescimento e desenvolvimento, ganhando altura
e iniciando o acumulo de acucar na base. Por fim, no estadio de maturacdo dos
colmos, quando as touceiras atingem altura igual ou superior a dois metros, nota-se
0 amarelecimento e a consequente seca das folhas que se encontram na altura
mediana da planta, indicando que ja esta sendo depositado aclUcar nessa regido. No
periodo entre 0 outono e o inverno, existe uma maior atividade de maturacdo e
menor atividade de crescimento, sendo nesse periodo em que ocorre o mais intenso
armazenamento de acucar (GASCHO; SHIH, 1983).



20

\
\ ,
el el S S

Fase de brotacao Fase de perfilhamento Periodo de cresci-  Fase de matu-
e estabelcimento mento dos colmos  racao

Figura 4- Estadios de desenvolvimento da cana-de-agucar.
Fonte: Gascho; Shih (1983).

3.1.5 Genoma da espécie e atividades de melhoramento genético

Apesar dos investimentos e avancos no melhoramento genético da cana-de-
acucar, a compreensdo do genoma da espécie ainda € limitada. Segundo D’Hont et
al., (1996), a cultura apresenta um dos genomas mais complexos do reino vegetal,
com um numero diploide de cromossomos que varia entre 70-120. Diferentemente
do encontrado em outras espécies, como arroz, milho e soja, que ja possuem seus
genomas completamente sequenciados, montados e anotados, para cana-de-acucar
ocorre dificuldade na montagem e ndo existe um genoma de referéncia, devido a
complexidade gendmica da espécie.

Em decorréncia dos avancos da biotecnologia na area gendmica, atualmente
estdo disponiveis diversas ferramentas como, bibliotecas de BACs (Bacterial
Artificial Chromosome), colecdes de EST (Expressed Sequence Tag), bem como

mapas genéticos e sequéncias expressas obtidas a partir da técnica de RNA-Seq.

3.2 Estresse abiobtico

Entre os principais fatores ambientais que afetam o crescimento vegetal,

podem ser citados, luz, agua, temperatura, disponibilidade de nutrientes no solo e
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toxinas (metais pesados e salinidade). As alteracdes desses fatores, além dos
limites normais, em geral tém consequéncias bioquimicas e fisiolégicas negativas
para as plantas (TAlIZ; ZEIGER; MOLLER; MURPHY, 2017). Os estresses
ambientais sdo fatores limitantes para o desenvolvimento de diversas espécies,
reduzindo a produtividade e limitando a expansao das culturas para novas areas.

Entre os grupos de intermediarios toxicos produzidos por estresse, 0 mais
comum é o das espécies reativas de oxigénio (EROs). Quando ocorre a presenca de
EROs em grande quantidade, e na auséncia de um mecanismo de protegao, essas
podem alterar o metabolismo das células, causar danos nos cloroplastos, inibir as
reacdes fotoquimicas, diminuir a fotossintese e causar a perda da integridade da
membrana celular (VIGHI, 2016).

As plantas produzem alteracbes metabdlicas, fisiologicas e anatdbmicas para
contrapor os efeitos do estresse abiotico. Esses mecanismos compreendem a
capacidade de acumular metabdlitos e proteinas de protecéo, regular crescimento,
morfogénese, fotossintese, transporte através da membrana, aberturas estomaticas
e alocacao de recursos (TAIZ; ZEIGER; MOLLER; MURPHY, 2017).

3.2.1 Déficit Hidrico

O déficit hidrico em plantas afeta o crescimento e o desenvolvimento das
culturas em todo o mundo, podendo ocasionar prejuizos no crescimento e
desenvolvimento de plantas, sendo uma das principais causas de baixas
produtividades (LECOEUR; SINCLAIR, 1996). Assim como nha maioria dos
organismos, a agua representa a maior parte do volume celular das plantas, sendo
também o recurso mais limitante para o crescimento vegetal. O déficit hidrico pode
afetar diferentemente as plantas, ocasionando desidratacdo celular, a qual afeta
negativamente muitos processos fisioldgicos e bioquimicos.

Existe um conflito entre a manutencdo da agua pela planta e a taxa de
assimilacdo de CO: para producdo de carboidratos, visto que a abertura dos
estbmatos € necessaria para a admissdo de CO», por outro lado, a abertura dos
mesmos favorece a perda de agua para o ambiente (TAIZ; ZEIGER, 1991). A
necessidade da planta em resolver esse conflito, faz com que a planta desenvolva
mecanismos morfofisiolégicos, que as conduzem a economizar agua para uso em
periodos posteriores (MCCREE; FERNANDEZ, 1989). A deficiéncia hidrica provoca
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alteracdes na planta, onde o grau dessas alteracdes € decorrente da intensidade do
estresse e do genotipo (SMIT & SINGELS, 2006), e a irreversibilidade depende do
genotipo, da duracdo do periodo de estresse, da severidade do estresse e do
estadio de desenvolvimento da planta no periodo de estresse hidrico (SANTOS;
CARLESSO, 1998). Segundo Ortolani e Camargo (1987) sem se considerar 0s
efeitos extremos, o déficit hidrico é responséavel por 60 a 70% da variabilidade final
da producédo agricola mundial. Portanto, o desenvolvimento de tecnologias capazes
de minimizar os danos por déficit hidrico é fundamental para a garantia de safras
mais estaveis e previsiveis, seja pelo incentivo a irrigacdo em areas que isso seja
permissivo, seja com o desenvolvimento de gendtipos mais tolerantes a condi¢des
de estresse hidrico.

A produtividade da cana-de-acucar é influenciada por variagdes climaticas ao
longo do seu ciclo. A espécie apresenta algumas exigéncias quanto as condi¢des
meteoroldgicas na fase de brotacéo, perfilnamento e crescimento (BRUNINI, 2008).
Segundo Almeida et al. (2008), a necessidade hidrica da cana-de-acucar altera-se
de acordo com o periodo de sua fase vegetativa de desenvolvimento. O déficit
hidrico na espécie pode reduzir em até 60,0% a produtividade de colmos e de
acucar (BASNAYAKE et al., 2015).

A regido Sul do Brasil é caracterizada por uma diferenciacdo climatica bem
definida entre as estacbes do ano, apresentando como principais estresses
ambientais a ocorréncia de geadas durante o inverno e estiagem no verdo. Dessa
forma, o periodo de maior demanda hidrica da cana-de-agUcar corresponde ao
periodo de estiagem, afetando o desenvolvimento da cultura e consequentemente
reduzindo a produtividade final (HARTER, 2018).

3.3Marcadores Moleculares

Conforme descrito por Bered et al. (1997), marcadores genéticos sao
caracteres com mecanismo de heranca simples que podem ser empregados para
avaliar diferencas genéticas entre dois ou mais individuos, podendo ser divididos em
dois grupos: marcadores morfolégicos e marcadores moleculares.

Inicialmente, os estudos genéticos e de melhoramento eram realizados
utilizando-se marcadores morfologicos, controlados por genes associados a
caracteristicas morfologicas, geralmente fenotipos de facil identificagdo visual. Os

marcadores morfoldgicos contribuiram de maneira significativa para o embasamento
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tedrico da analise de ligacdo génica e para 0s primeiros mapeamentos genéticos
(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998; LANZA, et al., 2000).

O crescimento da biotecnologia desde a década 70 levou ao desenvolvimento
de diversas técnicas de biologia molecular, e tornou possivel a manipulacdo do
DNA, o que permitiu grandes avangos na engenharia genética e também o
surgimento dos marcadores moleculares. O desenvolvimento de técnicas
moleculares, associado ao avan¢o nas areas de bioinformatica e da genética
guantitativa, tornam-se alternativa para aplicacdo de técnicas para acelerar e
monitorar programas de melhoramento genético, contribuindo para o
desenvolvimento de variedades melhoradas.

Segundo Ferreira e Grattapaglia (1998), marcador molecular pode ser
definido como todo e qualquer fenétipo molecular oriundo de um gene expresso ou
de um segmento especifico de DNA. A utilizacdo de marcadores moleculares torna-
se uma ferramenta valiosa para o0s programas de melhoramento genético,
viabilizando a caracterizacdo genética de um grande niamero de genotipos, atraves
de procedimentos relativamente simples, podendo ser incorporado para a selecéo
de caracteristicas de interesse agrondémico, nos primeiros estagios do programa de
melhoramento. Esses marcadores apresentam diversas vantagens quando
comparados aos marcadores morfologicos, por fornecerem um numero ilimitado de
polimorfismos ao longo do genoma e principalmente por ndo sofrerem influéncia
ambiental. Além disso, independem do estadio fenoldgico da planta, permitindo a
identificacdo em estadios iniciais do desenvolvimento (LANZA et al., 2000).

A tecnologia dos marcadores moleculares pode ser aplicada em programas
de melhoramento genético de plantas para fins de estudos de diversidade genética,
selecdo de genitores, identificacdo e protecdo de cultivares, e melhoramento
assistido por marcadores moleculares (LANZA et al., 2000).

Em relacdo a diversidade genética e selecdo de genitores, os diferentes tipos
de marcadores moleculares disponiveis sdo capazes de realizar uma amostragem
muito ampla do genoma, podendo ser aplicado para fins filogenéticos, evolutivos,
programas de melhoramento genético e até mesmo na manutencao de bancos de
germoplasma. Com uso dos marcadores, 0s genotipos sdo avaliados, comparados e
as bandas comuns a todos os individuos sdo interpretadas como semelhangas
genéticas, e as ndo-comuns, como diferencas genéticas. Os resultados séao

codificados em matrizes de similaridade, e as informacgfes de diversidade genética,
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bem como informacdes adicionais como a associa¢do de determinada caracteristica
fenotipica a um dado marcador molecular, pode ser utilizada como um dos critérios
para a selecdo de genitores em um programa de melhoramento (LANZA et al.,
2000).

Segundo Lanza et al. (2000), o uso de marcadores na caracterizagdo e
protecdo de cultivares, linhagens ou hibridos tem sido de grande importancia na
protecdo do direito intelectual do melhorista, podendo ser usada como prova legal
em discussdes juridicas acerca de determinada cultivar/genétipo. Com o uso de um
sistema de marcadores moleculares, multialélicos e altamente conservados, como €
0 caso do SSR (Simple Sequence Repeats), é possivel identificar um padréo Unico
para cada cultivar, formando uma espécie de impresséo digital para aquele genatipo.

Uma das maiores contribuicbes dos marcadores moleculares foi a
possibilidade de realizar a selecdo de gendtipos assistida por marcadores
moleculares; assim, caracteristicas controladas geneticamente podem ser
identificadas antes mesmo das plantas chegarem a fase adulta. E possivel identificar
a heranca genética de determinado cruzamento, verificando se o gene de interesse
se encontra na progénie, até mesmo em plantulas, acelerando assim o programa de
melhoramento. Segundo Lanza et al. (2000), a utilizacdo de marcadores moleculares
em programas de introducdo de genes por retrocruzamento é o exemplo mais
concreto e de maior uso em programas de melhoramento. Genotipos ndo-adaptados
sdo utilizados em programas de melhoramento com a finalidade de introduzir
caracteristicas de heranca simples, como resisténcia a doencas. Nesses casos, 0
uso de marcadores moleculares associados ao loco responsavel por esse fenétipo
de interesse servem como uma ferramenta para confirmacdo da transferéncia do
gene e controle da sua manutencdo nos cruzamentos futuros.

Outra contribuicao significativa que os marcadores moleculares trouxeram aos
programas de melhoramento genético € a possibilidade de identificar mais de um
gene, mesmo que relacionados a um mesmo fendtipo. Por exemplo, quando o
objetivo do programa de melhoramento for a introducdo de mais de um gene
relacionado a resisténcia de determinada doenca, com vista a conseguir uma
resisténcia mais duravel (RIBEIRO do VALE, 2001), a confirmacédo da transferéncia
de todos os genes seria muito complicada apenas com avaliagbes fenotipicas.
Nesse sentido, o uso de marcadores moleculares diferentes, cada um associado a

determinado gene, tornaria o trabalho relativamente simples.
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Com o uso de marcadores moleculares é possivel realizar o mapeamento
genético, relacionando marcadores moleculares especificos com caracteristicas
fenotipicas. No mapeamento genético, sao realizados cruzamentos entre genotipos
com fendtipos selecionados; conforme a frequéncia de recombinacdo entre os
marcadores a distancia entre eles vai sendo estimada, até que, apds sucessivos
cruzamentos, se consiga mapear todos os cromossomos do individuo (TOLEDO et
al., 2008).

Os QTLs (Quantitative Trait Locus) sao regides do genoma associadas a
fenotipos com distribuicdo continua, como por exemplo a altura de determinada
planta ou animal; producdo de grdos de uma espécie; % de 6leo de uma semente.
Um QTL, embora seja chamado de locus, ndo se refere a apenas um gene, mas
geralmente um conjunto de genes (MILES; WAYNE, 2008). Com fins de aplicagbes
no melhoramento de plantas, o mapeamento de QTLs se torna importante; no
entanto para realizar 0 mapeamento sdo necessarias informagbes como: carater
guantitativo de interesse, dados de marcadores moleculares 0s quais s&o
associados aos QTLs e a metodologia para associa-los (TOLEDO et al., 2008).

Os marcadores moleculares podem ser divididos em trés categorias:
marcadores baseados em hibridizacdo, sendo o marcador mais conhecido o
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), os marcadores baseados em
sequenciamento, sendo o principal marcador o SNP (Single Nucleotide
Polymorphism) e os marcadores baseados em PCR (Reacdo em cadeia da
Polimerase- Polymerase Chain Reaction), sendo os mais conhecidos dentro desse
grupo: RAPD (Random Amplified Polymorphism DNA), ISSR (Inter-simple sequence
repeats), SSR (Simple Sequence Repeats), AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism). Outra divisdo aplicada a esses marcadores € quanto ao tipo de
heranca alélica, podendo ser classificados em dominantes e codominantes. Os
marcadores codominantes possibilitam diferenciar individuos homozigotos de
heterozigotos; enquanto que com marcadores dominantes isso ndo € possivel,
sendo possivel apenas determinar a presenca ou auséncia de determinada
caracteristica (TURCHETTO-ZOLET et al., 2017).

Os marcadores do tipo microssatélites (SSR) sado de grande importancia e
aplicabilidade, uma vez que os microssatélites estdo dispersos por todo o genoma,
sao faceis de serem acessados, multialélicos, € um tipo de marcador co-dominante,

e além disso, o polimorfismo exibido por essa técnica é maior do que qualquer outro
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sistema de marcadores da atualidade. Essa técnica é baseada na amplificacdo por
PCR de regides especificas do genoma utilizando um par de iniciadores locus
especifico (TURCHETTO-ZOLET et al., 2017). Os microssatélites sdo sequencias de
1 a 6 nucleotideos que podem estar repetidas em tandem. O polimorfismo alélico
ocorre em um loco microssatélite devido a mudancas no numero de repeticdes, e €
identificado pelo uso de primers que flanqueiam essas regides, sendo 0s produtos
dessas amplificacdes séo visualizados em gel de eletroforese (BUSO et al., 2003).

O emprego de marcadores moleculares em pesquisas com cana-de-agucar
contribuiu para avancos na compreensao do complexo genoma da espécie. Diversos
tipos de marcadores estdo disponiveis para analise gendmica da cana-de-agucar, no
entanto o uso de marcadores do tipo SSR tém se destacado. Marcadores SSR tém
sido utilizados em cana-de-agucar para estudo da variabilidade genética (DUTRA
FILHO et al., 2013), mapeamento genético (OLIVEIRA, 2006), selecao de individuos

e analise de transferéncia de alelos (CHEN et al., 2009), dentre outras aplicacdes.
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4. Metodologia

No ano de 2018, na Estagao Experimental da Embrapa Clima Temperado, foi
realizada a caracterizacdo fenotipica e molecular de 25 gendtipos de cana-de-
acucar. Os genotipos avaliados sao oriundos de cruzamentos realizados na estacéo
de floragdo e hibridacdo da Serra do Ouro, em Murici, AL, pertencente a
Universidade Federal de Alagoas (UFAL), integrante da RIDESA (Rede
Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor Sucroenergético), instituicdo com
a qual a Embrapa possui parceria e vinculo de pesquisa.

As avaliacbes de desempenho agrondémico, caracteristicas biométricas e
caracterizagdo molecular, foram realizadas em continuidade ao experimento

desenvolvido por Harter (2018), conforme figura 5.

Casa de vegetagao
2016 = Teste de tolerdncia i
em fase de plantula
L Camara de crescimento - Fitotron
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Caracterizagdo fenotipica e

2018 —— Experimento de campo ‘ Avaliagdo de desempenho
molecular

agronémico

Extragdo de DNA
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Figura 5- Fluxograma resumido das etapas de selecdo dos genoétipos e origem do experimento de campo. Testes
realizados nos anos de 2016 e 2017 desenvolvidos por Harter (2018) e caracterizagdo fenotipica e molecular
realizada em 2018, em continuidade aos experimentos anteriores
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4.1.Caracterizacédo fenotipica de gendétipos de cana-de-agucar

Na Estacdo Experimental da Embrapa Clima Temperado, nos anos de 2016 e
2017, foram conduzidos experimentos para o desenvolvimento de metodologias de
selecdo avancada em cana-de-acgUcar, objetivando a tolerancia ao déficit hidrico em
progénies de cana-de-agucar, realizando a simulagéo de déficit hidrico em ambiente
controlado em duas fases de desenvolvimento (fase de plantula e fase adulta),
possibilitando a realizacdo de um screening das progénies avaliadas, conforme
metodologia descrita por Harter (2018). Apds esta etapa, foi realizada a
multiplicacdo vegetativa dos genétipos avaliados para implantacdo de um

experimento em nivel de campo (Figura 6), avaliando-se o desempenho agronémico

e caracteristicas fenotipicas mensuradas por biometria.

Figura 6- Populagdo em fase avancada de sele¢do para tolerancia ao déficit hidrico. Genétipos

avaliados para caracterizacao fenotipica e molecular em Pelotas, RS, mar¢o de 2018.
Foto: Adilson Harter.

O experimento de campo foi conduzido na estacao experimental da Embrapa
Clima Temperado, utilizando-se 25 gendtipos pré-selecionados em condicdo
controlada (Tabela 2), adotando-se trés variedades como padrdes, sendo estas
RB867515 variedade de ciclo de maturacdo médio tardio e tolerante ao déficit
hidrico, RB92579 variedade de ciclo de maturacdo meédio tardio e altamente
responsiva a irrigacéo, apresenta boa recuperagdo apos periodos de déficit hidrico,
e RB855156 variedade de ciclo de maturacdo precoce e tolerancia de intermediaria

a sensivel em relagéo a deficiéncia hidrica.
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A implantacédo do experimento foi realizada pelo sistema de mudas a partir de
minitoletes, com o transplante realizado no ultimo decéndio de novembro de 2017. O
delineamento experimental foi de blocos casualizados com trés repeticées, sendo a
unidade experimental representada por uma linha de quatro metros, com

espacamento de 1,4 metros entre linhas e 0,5 metros entre plantas.

Tabela 2. Relacdo dos gendtipos avaliados, origem das familias e nivel de tolerancia.

Genétipo Familia NT*
RS/PR160001 BJ7504 X RB72454 Tolerante
RS/PR160003 BJ7504 X RB72454 Sensivel
RS/PR160005 BJ7504 X RB72454 Sensivel
RS/PR160006 BJ7504 X RB72454 Médio Tolerante
RS/PR160007 BJ7504 X RB72454 Médio Tolerante
RS/PR160009 BJ7504 X RB72454 Tolerante
RS/PR160012 BJ7504 X RB72454 Sensivel
RS/PR160014 BJ7504 X RB72454 Tolerante
RS/PR160018 RB72454 X BJ7504 Tolerante
RS/PR160021 RB72454 X BJ7504 Tolerante
RS/PR160022 RB72454 X BJ7504 Médio Tolerante
RS/PR160023 RB72454 X BJ7504 Sensivel
RS/PR160026 RB93509 X RB92579 Sensivel
RS/PR160027 RB93509 X RB92579 Sensivel
RS/PR160033 RB93509 X RB92579 Sensivel
RS/PR160034 RB93509 X RB92579 Sensivel
RS/PR160036 RB93509 X RB92579 Médio Tolerante
RS/PR160039 RB93509 X RB92579 Sensivel
RS/PR160040 RB93509 X RB92579 Sensivel
RS/PR160043 RB867515 X RB92579 Tolerante
RS/PR160047 RB867515 X RB92579 Médio Tolerante
RS/PR160049 RB867515 X RB92579 Tolerante
RS/PR160050 RB867515 X RB92579 Tolerante
RS/PR160051 RB867515 X RB92579 Tolerante
RS/PR160053 RB867515 X RB92579 Tolerante

NT* Nivel de tolerancia observado em ambiente controlado em fase adulta conduzida em vasos.

Foram avaliadas caracteristicas biométricas e visuais, caracterizando o0s
gendtipos quanto ao desempenho agronémico. Aos seis meses apos o transplante,

foi realizada a avaliacao visual de vigor (nota 1 a 5 — 1: maior vigor e 5: menor vigor)
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e da reacdo dos gendtipos a doenca ferrugem marrom (Puccinia melanocephala)
(escala de notas de 1 a 9, conforme Amorin et al., 1986), patdbgeno de maior
incidéncia na cultura. Aos 11 meses ap0s o transplante foram avaliados os seguintes
caracteres biométricos: numero de perfilhos ou colmos por metro linear (NCM) —
obtido através da contagem do numero de perfilhos totais presentes em duas
touceiras; estatura de colmos (ALT) - mensurado com o auxilio de uma trena, a partir
do nivel do solo até a primeira auricula visivel (folha +1); didametro de colmos (DIA) -
mensurado no segundo entrené acima do solo, com o auxilio de um paquimetro;
Massa média de um colmo (MMC) - obtido através da média da massa de uma
touceira amostrada no interior da parcela; tonelada de colmos por hectare (TCH) —
estimado a partir da equagcdo TCH = (M1C*10)/E, onde “E” refere-se ao
espacamento entre linhas de plantio; teor de sélidos soluveis totais do caldo (SST),
avaliada em refratdmetro digital e tonelada de brix por hectare (TBH) — estimado a
partir da equacéo TBH = (TCH x SST)/100.

Os resultados das variaveis quantitativas foram submetidos a analise de
variancia, sendo as médias quando significativas agrupadas pelo método de Scott-
knott, ao nivel de 5 % de probabilidade. Foi realizada anélise de dissimilaridade
entre 0s genotipos, procedendo ao agrupamento pela distancia Euclidiana Média,
utilizando o método de agrupamento da ligacdo média entre grupo (UPMGA), com
padronizacdo prévia dos dados e considerando todos os caracteres avaliados,
exceto TCH e TBH, devido a dependéncia residual. Todas as andlises foram

realizadas com auxilio do software Genes (CRUZ, 2013).

4.2.Caracterizacdo molecular de gendtipos de cana-de-acucar

O experimento foi realizado no Laboratorio de Biologia Molecular da Embrapa
Clima Temperado. O material vegetal utilizado foi obtido a partir de folhas jovens
oriundas dos genotipos instalados do experimento de campo, citado anteriormente,
incluindo a avaliacdo das variedades comerciais: RB855156, RB867515, RB92579,
RB966928 e RB975932, totalizando 30 gendtipos (Tabela 3). Para extracdo de DNA,
foram coletados aproximadamente 200mg dos tecidos vegetais, esses foram
macerados com auxilio de nitrogénio liquido e aliquotados em tubos de 1,5 mL. Os
tubos foram armazenados em ultrafreezer a -80°C até o momento da extracdo de
DNA.
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O método de extracao utilizado foi CTAB, descrito por Ferreira e Grattapaglia

(1996). A quantificacdo e qualidade do DNA foram avaliadas em gel de agarose 1%

por analise comparativa com o marcador A DNA/ Hind Ill, corados com Gel Red
(Biotium).

Tabela 3- Relacdo dos gendtipos caracterizados molecularmente, identificagdo das amostras, origem
das familias e nivel de tolerancia.

ID Genétipo Familia NT

1 RS/PR160005 BJ7504 X RB72454 Sensivel

2 RS/PR160007 BJ7504 X RB72454 Médio Tolerante
3 RS/PR160009 BJ7504 X RB72454 Tolerante

4 RS/PR160018 RB72454 X BJ7504 Tolerante

5 RS/PR160033 RB93509 X RB92579 Sensivel

6 RS/PR160034 RB93509 X RB92579 Sensivel

7 RS/PR160040 RB93509 X RB92579 Sensivel

8 RS/PR160047 RB867515 X RB92579 Médio Tolerante
9 RS/PR160050 RB867515 X RB92579 Tolerante

10 RS/PR160051 RB867515 X RB92579 Tolerante

11 RS/PR160053 RB867515 X RB92579 Tolerante

12 RB867515 Padréao -

13 RB92579 Padréao -

14  RB855156 Padréao -

15 RB966928 Padréao -

16 RB975932 Padréao -

17 RS/PR160003 BJ7504 X RB72454 Sensivel

18 RS/PR160023 RB72454 X BJ7504 Sensivel

19 RS/PR160049 RB867515 X RB92579 Tolerante

20 RS/PR160006 BJ7504 X RB72454 Médio Tolerante
21 RS/PR160039 RB93509 X RB92579 Sensivel

22 RS/PR160026 RB93509 X RB92579 Sensivel

23  RS/PR160022 RB72454 X BJ7504 Médio Tolerante
24  RS/PR160036 RB93509 X RB92579 Médio Tolerante
25 RS/PR160043 RB867515 X RB92579 Tolerante

26 RS/PR160012 BJ7504 X RB72454 Sensivel

27 RS/PR160027 RB93509 X RB92579 Sensivel

28 RS/PR160014 BJ7504 X RB72454 Tolerante

29 RS/PR160001 BJ7504 X RB72454 Tolerante

30 RS/PR160021 RB72454 X BJ7504 Tolerante

NT* Nivel de tolerancia observado em ambiente controlado em fase adulta conduzida em vasos.

Os marcadores moleculares utilizados no experimento foram do tipo SSR.

Para esse estudo foram testados 8 primers (Tabela 4), selecionados entre os 31

primers sintetizados a partir do genoma da cana-de-acUcar, conforme artigo

apresentado por Singh et al. (2010).
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Tabela 4. Relacdo de primers utilizados para caracterizagdo molecular de genétipos de cana-de-

acucar.

Primer Primer Foward Primer Reverse Temp*
SCCO05 F: CGC AAT CCAATT CGTACGTT R: CAT TGG TTG CAC CAC AGT TC 60
SCCO06 F: TAT TCC ACC GGG AAC AAG AA R: GGG ATT GTA GCG ACG AGT TG 60
SCM18 F: CAT CAG TAT CATTTC ATCTTG G R: CAG TCA ACG TCG GGT AGA 55
SCM27 F: TTC TCT GAC TTC CAATCC AA R: ATC AAG CAC GCC CGC CTC 55
SOMS148 F: GAT GACTCCTTG TGG TGG R: CTT GAC GAC CCT GCT GCT 52
UGSM296 F: ATT ATC TAC ATT CAG ACA CGT CAC R: ATCTTT GTT AGC AATCCATTAAG 55
UGSM312 F: AACGTATCTTTATTT CCATTCTTC R:CTTTCAGTT CAACTT TGG ATA AAT 58
UGSM585 F: GAA GAG GAGGAG AGG AGA AG R: TGG GAT GGT TGT TGA CTG 53

*Temp= temperatura de anelamento

As reacdes de amplificacdo foram desenvolvidas em uma reacdo com GoTaq
Green Master Mix (Promega), a partir do protocolo desenvolvido pelo fabricante, o
volume final de cada reacéo foi de 12,5 pl, contendo 6,25 ul de GoTaq Master Green
Mix, 1 pl de DNA e 1,25 ul de cada primer (Foward e Reverse) e 2,75 pl de H2O
ultrapura.

A amplificacéo foi constituida por 40 ciclos a 94°C por 1 minuto, 50°C a 60°C
por 1 minuto (dependendo da temperatura especifica para cada reacao), 72°C por 1
minuto, e extensao final a 72°C por 5 minutos. As amplificacfes foram realizadas em
termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems). Os fragmentos
amplificados foram separados em gel de agarose 3% em tampao TBE 1X (Tris-
Borato 90mM, EDTA 2mM), corados com Gel Red (Biotium). Para estimar o peso
molecular de cada fragmento foi utilizado o Marcador de DNA 1kb Ladder Plus
(Invitrogen).

Através da analise de todos os dados, foi gerada uma matriz de dados
binarios com o auxilio do programa NTSYS PC 2.10m (ROHLF, 2000). Utilizando-se
o coeficiente de Dice (DICE, 1945) para o célculo da similaridade genética, e com
base nas matrizes de similaridade geradas, foi construido um dendrograma por meio

do método de agrupamento da ligacdo média entre grupo (UPMGA).
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5. Resultados e Discussao

5.1.Caracterizacao fenotipica de genétipos de cana-de-agUcar

As produtividades dos genétipos avaliados, em toneladas de colmos por
hectare (TCH), toneladas de brix por hectare (TBH), os valores médios de solidos
sollveis totais (SST), altura de planta (ALT), massa média do colmo (MMC) e
namero de colmos por metro linear (NCM), encontram-se descritas na tabela 5.
Segundo Landell; Bressiani (2008), os caracteres valor de °Brix, nUmero de colmos
por metro linear, altura de planta e diametro de colmo, sdo componentes
determinantes para o potencial agricola.

Em relagdo aos valores de TCH, houve variacdo entre as médias de
produtividade de 142,9 e 46,9 t ha', ocorrendo a formacéo de trés grupos, onde o
primeiro foi constituido por gendtipos que apresentaram produtividades médias entre
142,9 e 110,7 t hal, as médias do segundo grupo variaram entre 104,5 e 78,2 t ha?,
e o terceiro grupo foi formado pelos gendtipos RS/PR160014 e RS/PR160022,
ambos com médias produtivas inferiores a 53,6 t hal. A média geral dos genétipos
avaliados foi de 105, 7 t ha, superior a média nacional de 73,2 t ha' (CONAB,
2015), entretanto inferior ao valor encontrado por Harter et al. (2016) que obteve
média superior a 115,3 t ha! ao avaliar nove variedades de cana-de-agUcar em
guinta-soca.

Quanto ao TBH, observou-se a formacdo de 3 grupos distintos, onde o
primeiro foi formado por gendétipos que apresentaram produtividade média de
toneladas de brix por hectare igual ou superior a 16,6, 0 segundo grupo constituido
por genétipos que apresentaram médias entre 15,8 e 12,2 t °Brix ha, e o terceiro
constituido novamente pelos gendtipos RS/PR160014 e RS/PR160022
apresentando média igual ou inferior a 6,7 t °Brix hal. A média geral para a variavel
TBH foi de 16,2 t °Brix hal, inferior as médias encontradas em estudos realizados
por Antunes (2015) e Harter et al. (2016).

Para a variavel SST, observa-se a formacdo de 4 grupos, sendo o primeiro
constituido  pelos gendtipos RB855156, RS/PR160047, RS/PR160018,
RS/PR160023, RS/PR160051, que obtiveram valores médios de °Brix de 19,5 a
17,6. Os grupos intermediarios apresentaram meédias com variacdes entre 16,7 e
15,9 e 15,6 e 14,4, respectivamente. Enquanto os genétipos que formaram o ultimo

grupo, obtiveram médias inferiores a 14,1°Brix.



34

Tabela 5. Valores médios de toneladas de colmo por hectare (TCH) e toneladas de brix por hectare
(TBH), solidos sollveis totais (SST), altura de planta (ALT), diametro do colmo (DIA), massa média do
colmo (MMC), numero de colmos por metro linear (NCM) para 28 genétipos de cana-de-acucar.

TCH TBH
Gen6tipo (t ha'?) ﬁ;?)”x (°Sésr£<) ALT (cm) DIA (cm) '\(Ak'\g(): NCM  NT*
RS/PR160051 1332 a 225 a 17,6 a* 1711 a 287 b 073 b 25 a T
RB867515 1378 a 22 a 159 b 1567 b 29 b 093 a 207 a -
RB92579 1317 a 216a 164 b 1483 ¢ 287 b 08 a 22a -
RS/PR160001 142,9 a 20,8 a 146 ¢ 1372 ¢ 283 b 093 a 213 a T
RS/PR160049 1164 a 204 a 167 b 1594 b 26 ¢ 077 b 2l a T
RS/PR160006 1233 a 193 a 156 «c 1828 a 253 ¢ 087 a 207 a MT
RS/PR160026 1269 a 192 a 152 ¢ 1628 a 253 ¢ 067 b 273 a s
RS/PR160005 139,1 a 188 a 136 d 1583 b 35a 1la 18 b s
RS/PR160007 1114 a 183 a 163 b 1783 a 267 ¢ 097 a 173 b MT
RS/PR160023 101,7 b 18 a 17,7 a 1589 b 29 b 083 a 18 b s
RS/PR160050 131,7 a 179 a 138 d 1645 a 327 a 113 a 16 b T
RS/PR160012 1157 a 17,8 a 154 ¢ 1428 c 24 c 063 b 26 a s
RS/PR160033 117,9 a 173 a 147 ¢ 155 b 27 ¢ 08 a 207 a s
RS/PR160018 914 b 166 a 183 a 170 a 273 b 087 a 153 b T
RS/PR160047 852 b 158 b 186 a 1872 a 263 ¢ 073 b 167 b MT
RS/PR160021 111,9 a 15 b 134 d 1561 b 273 b 08 a 213 a T
RS/PR160027 964 b 15 b 156 ¢ 1544 b 233 ¢ 06 b 227 a s
RS/PR160039 110,7 a 15 b 136 d 1394 ¢ 27 ¢ 073 b 213 a s
RB855156 782 b 148 b 195 a 1583 b 277 b 093 a 12 b .
RS/PR160036 1045 b 148 b 144 ¢ 1428 ¢ 277 b 07 b 20 a MT
RS/PR160043 933 b 148 b 161 b 1522 b 24 ¢ 053 b 247 a T
RS/PR160003 10,9 b 143 b 141 d 1617 b 247 ¢ 077 b 187 b s
RS/PR160034 857 b 129 b 15 ¢ 1583 b 283 b 087 a 14 b s
RS/PR160053 87,1 b 127 b 147 ¢ 1778 a 263 ¢ 08 a 16 b T
RS/PR160009 91,6 b 125 b 137 d 1733 a 293 b 09 a 147 b T
RS/PR160040 90 b 122 b 136 d 165a 287 b 07 b 18 b s
RS/PR160014 536 ¢ 67 ¢ 124 d 1361 «c 283 b 053 b 147 b T
RS/PR160022 46,9 ¢ 62 ¢ 132 d 1405 ¢ 23 ¢ 043 b 153 b MT
Média 105,7 16,2 15.4 158,9 2,7 08 193
CV 1(%) 18,4 18,6 7,2 7.3 7.8 197 223

L CV: Coeficiente de variagdo; NT* Nivel de tolerancia observado em ambiente controlado em fase
adulta conduzida em vasos. Onde T= tolerante, MT= médio tolerante e S= sensivel; *Médias
seguidas de mesma letra na coluna pertencem ao mesmo grupo, ao nivel de 5 % de probabilidade
pelo teste de Scott-knott.

Em relacéo a altura de planta, entre os genoétipos avaliados houve variacao de
136,1 a 187,2 cm. Para esse caractere 0s genétipos foram separados em trés
grupos, sendo que o primeiro apresentou valores médios entre 187,2 e 162,8 cm, 0
grupo intermediario apresentou valores médios entre 161,7 e 152,2 cm, e o terceiro

grupo foi composto por genoétipos que apresentaram altura média inferior a 149 cm.



35

O diametro do colmo, variou de 3,5 a 2,3 cm, e foram formados trés grupos,
sendo que o de maior valor foi composto pelos genétipos RS/PR160005 e
RS/PR160050, que apresentaram diametro médio acima de 3 cm.

Para as varidveis MMC e NCM, houve a formac¢éo de dois grupos, sendo que
para MMC, os valores médios variaram de 1,1 a 0,4 kg, e para a variavel NCM os
valores médios variaram de 27,3 a 12 colmos.

Foi realizada analise de dissimilaridade entre os genétipos, calculando a
distancia Euclidiana Média, utilizando o método de agrupamento da ligacdo média
entre grupo (UPMGA) que originou a formagdo de 5 agrupamentos (Figura 7). Na
tabela 6, estdo descritos os valores médios por grupo, para as variaveis solidos
soluveis totais, altura de planta, diametro do colmo, massa média do colmo, nimero
de colmos por metro linear, toneladas de colmo por hectare e toneladas de brix por
hectare, entre os 28 genotipos avaliados.
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Figura 7- Dendrograma de 28 gendtipos de cana-de-aglcar obtido a partir da analise de
dissimilaridade pela distancia Euclidiana Média, utilizando o método de agrupamento de ligagao
média entre grupo (UPGMA).

O grupo 1 é composto pelo maior numero de genotipos, totalizando 13 e
apresentou para a variavel SST valor médio de 15,3° brix, para altura de planta
152,2 cm, os valores médios de produtividade para TCH e TBH, foram de 118,4 e

18,2 t hat, respectivamente. O grupo foi superior aos demais, quando considerada a
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varidvel numero de colmos por metro linear, onde o grupo 1 apresentou média de
22,6 colmos.

No grupo 2 foram agrupados 10 genotipos, esse grupo apresentou médias
superiores aos demais em relagdo as variaveis SST e altura de planta, apresentando
medias de 16,3 Brix e 171 cm, respectivamente.

O grupo 3 foi constituido apenas pelo genétipo RS/PR160003, que
apresentou valor médio para a variavel SST de 14,1° Brix, apresentando valor
intermediario comparado aos grupos 1, 2, 4 e 5. Esse gendtipo, também apresentou
a segunda maior nota para reacao a ferrugem marrom, com valor médio de 5,3, e
nota geral média de 3,3. Em relacdo as produtividades médias, o gendtipo
apresentou 101,9 t hae 14,3 t °Brix ha*.

No grupo 4 foram agrupados dois genétipos, RS/PR160005 e RS/PR160050,
gue destacaram-se dos demais, pelo alto potencial produtivo, apresentando para as
variaveis TCH e TBH, respectivamente, os valores médios de 135,4 t ha'le 18,4 t
°Brix ha. Esse grupo também obteve a melhor média para a variavel nota geral,
igual a 2,5.

O grupo 5 foi formado por dois genotipos, constituindo o grupo que apresenta
0s menores valores de SST, altura de planta, diametro do colmo, nimero de colmos
por metro linear e consequentemente menor TCH e TBH. Esse grupo também
apresentou 0os maiores valores médios para reacado a ferrugem marrom e nota geral

média de 4,2 (considerada ruim).

Tabela 6. Valores médios de sélidos sollveis totais (SST), altura de planta (ALT), didmetro do colmo
(DIA), massa média do colmo (MMC); nimero de colmos por metro linear (NCM), reacédo a Ferrugem
(FER), nota geral (NG), toneladas de colmo por hectare (TCH) e toneladas de brix por hectare (TBH)
para o agrupamento via analise de dissimilaridade pela distancia Euclidiana Média entre 28 gendétipos
de cana-de-acUcar.

Grupo N°clones SST ALT DIA MMC NCM FER NG TCH TBH

1 13 15,3 152,2 2,7 0,7 22,6 0,1 2,8 1184 18,2
2 10 16,3 1710 2,7 0,8 16,3 0,2 2,7 94,6 15,3
3 1 14,1 1617 2,5 0,8 18,7 53 33 1019 143
4 2 13,7 1614 3.4 11 17,0 0,0 25 1354 184
5 2 12,8 1383 2,6 0,5 15,0 7,0 4,2 50,2 6,5
Média - - 15,3 1589 2,7 0,8 19,3 0,8 2,9 1057 16,2

Total 5 28 - - - - - - - - -

Com base nas avaliacdes do desempenho agronémico (tabela 4), verifica-se

gue ha gendétipos promissores, tanto para produtividade de colmos como também
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para qualidade e riqgueza quando comparamos seu desempenho com os das
testemunhas RB867515 e RB855156.

5.2.Caracterizacdo molecular de genétipos de cana-de-agUcar

A divergéncia genética pode ser estimada baseada na utlizacdo de
descritores morfo-agronémicos, entretanto sabe-se que esses podem ser
influenciados por fatores ambientais. Por outro lado, o uso de marcadores
moleculares, pode ser aplicado para estimativa da divergéncia genética. A utilizacédo
dessas ferramentas € altamente recomendada e permite analisar a variabilidade em
nivel de DNA, o que possibilita obter um agrupamento de genétipos com
caracteristicas semelhantes. Nesse sentido, os marcadores moleculares destacam-
se por nao serem influenciados pelo ambiente.

Neste trabalho, foram gerados 217 marcadores a partir dos produtos da
amplificacdo de DNA de 30 gendtipos avaliados com os 8 primers SSR. Nas figuras
8, 9 e 10 encontram-se o perfil obtido apds a separacdo dos produtos da PCR em
gel de agarose 3%, dos primers SOMS148, UGSM585 e SCCO06.
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Figura 8- Perfil de bandas obtido com o par de primers SOMS148, para as 30 amostras de DNA
avaliadas, onde a letra M indica o marcador 1kb plus.
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Figura 9- Perfil de bandas obtido com o par de primers UGSM585, para as 30 amostras de
DNA avaliadas, onde a letra M indica o marcador 1kb plus.
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Figura 10- Perfil de bandas obtido com o par de primers SCCO06, para as 30 amostras de DNA
avaliadas, onde a letra M indica 0 marcador 1kb plus.

A partir da analise dos dados, foi gerada uma matriz de dados binarios, onde
foi utilizado o coeficiente de Dice para o célculo da similaridade genética, e com
base nas matrizes de similaridade geradas, foi construido um dendrograma por meio
do meétodo de agrupamento UPGMA, baseado nos padrbes de bandas dos
marcadores SSR (Figura 11).
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Figura 11- Dendrograma de 30 genodtipos de cana-de-agUcar obtido a partir da analise de
microssatélite utilizando o indice de similaridade de DICE e o método de agrupamento de ligagao
média entre grupo (UPGMA).

O coeficiente de correlacéo cofenético entre a matriz de dissimilaridade obtida

pelo complemento aritmético do coeficiente de Dice e a matriz cofenética foi de r =



39

0,86. Isso indica a precisdo entre os valores originais de dissimilaridade e os
representados no dendrograma.

Para as variaveis utlizadas, quando comparados dados fenotipicos e
moleculares, observa-se que ndao houve relacdo entre eles; dessa forma, néo foi
possivel associar caracteristicas morfolégicas a algum caractere molecular, o que
era esperado porque os primers especificos para selecdo de tolerancia ao déficit
hidrico ndo foram sintetizados a tempo da concluséo deste trabalho.

A similaridade média entre os gendétipos foi de 0,86, a utilizacdo desse valor
como critério para separacdo dos grupos, deu origem a 7 agrupamentos. O grupo |
foi composto pelos gendtipos RS/PR160005 e RS/PR160007 que ficaram isolados
dos demais. Ja o grupo Il foi formado por 18 gendtipos, incluindo as 5 variedades
padrdo. Nesse agrupamento observa-se a formacdo de dois subgrupos, sendo um
deles composto apenas pelos gendtipos RS/PR160023, RS/PR160049,
RS/PR160006, RS/PR160039. O grupo Ill foi constituido apenas pelo gendtipo
RS/PR160043. O agrupamento IV foi formado pelos gendétipos RS/PR160040 e
RS/PR160001. Os gendtipos RS/PR160022, RS/PR160026 e RS/PR160036
constituiram o grupo V. Assim como o0 grupo 3, o sexto grupo foi formado por um
unico genotipo, RS/PR160012. O sétimo agrupamento foi composto pelos genotipos
RS/PR160014, RS/PR160021 e RS/PR160027.

Os gendtipos que apresentaram maior similaridade entre si foram as
variedades comerciais RB855156 e RB966928, este resultado confirma a relagéo
destes gendtipos, uma vez que a RB96692 €& oriunda do cruzamento entre
RB855156 x RB815690. O segundo maior nivel de similaridade foi para os genotipos
RS/PR160006 e RS/PR160049, e RS/PR160047 e RS/PR160051, respectivamente.

Em relacdo a analise molecular os resultados indicam uma boa separacao
entre 0s genodtipos e mostram uma variabilidade genética importante nestas familias

para a o melhoramento.
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6. Consideracdes finais

A variabilidade genética é fundamental para selecdo e utilizagdo em
programas de melhoramento. Esta, pode ser estimada a partir da utilizacdo de
descritores morfo-agrondmicos e através da utilizacdo de marcadores moleculares.

Em relacdo a caracterizacdo fenotipica, foi observado entre os gendtipos
avaliados, baixos valores médios para SST, entretanto apesar dos genotipos terem
passado por periodos de déficit hidrico, em ambiente controlado e a campo (no
periodo entre janeiro e fevereiro) houve bom desenvolvimento vegetativo,
destacando-se diversos gendtipos com boa sanidade, elevada produtividade de
colmos e perfilhamento.

Quanto a caracterizagdo molecular, o estudo possibilitou gerar um grande
numero de marcadores. No entanto, ndo foi possivel relacionar esses resultados aos
resultados fenotipicos, tendo em vista que foram utilizados primers disponiveis no
Laboratério de Biologia Molecular, que ndo eram especificos para tolerancia ao
déficit hidrico, pois nao foi possivel sintetizar primers especificos a tempo de concluir
o trabalho.

Com base nos resultados apresentados, € possivel concluir que ha
variabilidade fenotipica e molecular entre os gendtipos avaliados, que podem ser de
interesse para o programa de melhoramento de cana-de-acUcar desenvolvido para a
Regido de clima temperado.

Os proximos passos para dar continuidade ao trabalho sdo a selecédo e
obtencdo de novos primers especificos para caracteristicas relacionadas ao déficit

hidrico.
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