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1 INTRODUCAO

A cultura de cana-de-acucar (Saccharum spp.) tem contribuido
significativamente para a economia nacional, sendo matéria prima para a
producdo do acucar, do &lcool e também de outros produtos de relevante
importancia econémica. O Brasil permanece como maior produtor mundial a mais
de 28 anos, em virtude do desenvolvimento de variedades mais produtivas e com
caracteres agrondémicos favoraveis (FILHO, 2009).

Atualmente as variedades cultivadas no Brasil sédo o resultado de cruzamentos
interespecificos entre Saccharum officinarum, S.barbieri, S. sinense e as espécies
selvagens S.spontaneum e S. robustum. A cana-de-acuUcar apresenta um dos
genomas mais complexos do reino vegetal, com um numero dipléide de
cromossomos que varia entre 70-120 (BARBOSA, 2008). Em vista da extensa
colecdo de recursos genéticos de cana e a importancia desses para o0 sucesso de
programas de melhoramento, é essencial determinar a variabilidade genética em
cultivares de cana-de-acgucar (ALMEIDA, 2009). Um banco ativo de germoplasma
com gendtipos bem caracterizado permite planejar os cruzamentos, explorando
de forma mais eficiente os recursos genéticos (FILHO, 2008).

Segundo ALMEIDA (2009) os marcadores de DNA apresentam a vantagem de
representar todo o genoma, mantendo consisténcia nos resultados, evitando o
problema da expressdo do fendtipo. Neste sentido, este trabalho tem como
objetivo estimar a variabilidade genética de genétipos de cana-de-acgucar
utilizando marcadores de microssatélites.

2 METODOLOGIA

Foram analisados neste trabalho 25 genétipos de cana-de-agUcar
provenientes do programa de melhoramento de cana da RIDESA/UFPR. O DNA
foi extraido de folhas jovens de um Unico individuo por gendtipo, segundo a
metodologia descrita por Ferreira & Grattapaglia (1996). A quantificacdo e
qualidade do DNA foram avaliadas por analise comparativa com os fragmentos
produzidos por amostras de concentragfes conhecidas em eletroforese em géis
de agarose 1% (p/v) corados com Gel Red (Biotium).
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Selecionou-se 20 primers considerados mais polimérficos, dentre os 31 primers
sintetizados para o genoma da cana-de-agucar, com base no trabalho de SINGH
et. al (2010).

O SSR-PCR foi desenvolvido numa reacdo com GoTag Green Master Mix
(Promega) a partir do protocolo desenvolvido pelo fabricante. O programa de
amplificac&o utilizado foi do tipo touchdown, que consistiu de 18 ciclos de 94 °C
por 1 minuto, seguido de um decréscimo de 1 °C a cada 2 ciclos (64 °C a 55 °C) e
72 °C por 1 minuto e mais 30 ciclos a 94 °C por 1 minuto, 55 °C por 1 minuto e 72
°C também por 1 minuto. Os produtos da reacdo foram separados através da
eletroforese em gel de agarose 2,5% em Tampao TBE 1X, corados com Gel Red
(Biotium), fotografados sob luz UV e classificados independentemente conforme
presenca (1) e auséncia (0) de bandas. O peso molecular de cada fragmento foi
estimado com base no Marcador de DNA 1 kb (1kb Ladder Plus, Invitrogen). Os
dados gerados a partir da analise dos individuos testados foram utilizados para o
calculo da similaridade genética entre os pares de individuos, com o auxilio do
programa computacional NTSYS pc 2.10m (Rohlf, 2000), utilizando o coeficiente
de Dice (Dice, 1945). Com base nas matrizes de similaridade geradas, foi
construido um dendrograma por meio do método de agrupamento UPGMA. Para
a verificacdo do ajuste entre a matriz de similaridade e o respectivo dendrograma,
foi estimado o coeficiente de correlacdo cofenética (r), conforme Sokal & Rohlf
(1962).

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Na analise dos 25 gendtipos foram gerados 248 marcadores com os 20 primers
selecionados. O coeficiente médio de similaridade (0,23), foi utilizado como
referéncia para a discussdo dos agrupamentos formados (figura 1), o que
possibilitou a separacdo dos gendtipos em 5 grupos, onde o agrupamento | foi
formado por duas variedades de ciclo médio. Os gendtipos 7093 e 7067, ambos
clones de ciclo precoce, agruparam-se isoladamente, formando os grupos Il e lll,
respectivamente, apresentando a menor similaridade entre 0s genotipos
estudados. No agrupamento IV foi possivel observar a presenca de uma
variedade de ciclo precoce e clones de ciclo médio e precoce. A maioria dos
acessos ficaram no agrupamento V, o qual apresentou dois subgrupos: subgrupo
V-A que revelou como gendtipos mais similares da analise os clones de ciclo
médio 7190 e 7206, e subgrupo V-B que reuniu apenas variedades de ciclo
precoce.

4 CONCLUSAO

A caracterizacdo através de marcadores moleculares tipo microssatélites
sintetizados a partir do genoma da cana, apresenta alta eficiéncia na separacéo
de grupos de genotipos.

A colecdo de cana-de-agucar apresenta alta variabilidade genética, importante
para uso em programas de melhoramento.
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Figura 1. Dendrograma de 25 genétipos de cana-de-acUcar obtidos a partir da analise
molecular de microssatélites, utilizando o indice de similaridade de Dice (1945) e o0 método de
agrupamento UPGMA. Embrapa Clima Temperado, Pelotas-RS, 2010.
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