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1 INTRODUCAO

A cana-de-agucar (Saccharum sp.) é considerada uma das culturas de
maior importancia econémica no mundo. No Brasil, € a principal fonte da producgéao
sucroalcoleira (CARDOSO-SILVA et al., 2010). Os programas de melhoramento
genético classicos desta cultura fundamentam-se no cruzamento de genitores,
atraveés de cruzamentos biparentais, especiais ou multiplos, visando obter milhdes
de novos gendtipos, que aproximadamente apdés 10 a 12 anos de selegdo, geram
poucas Vvariedades. Isto por que a experimentagdo agricola em cana é
extremamente laboriosa, sendo necessarias avaliacbes de varios anos de colheita
(cana-planta, soca e ressoca), devido ao fato de varios genes estarem envolvidos na
determinacdo de um carater de heranga complexa que sofre grande influéncia do
ambiente, dificultando o trabalho dos melhoristas na selecao dos melhores clones.

Diante das dificuldades encontradas no melhoramento classico, a
biotecnologia surgiu como um auxilio aos melhoristas, que serve como ferramenta
para facilitar sele¢des de novas constituigdes genéticas (CARNEIRO, 2008). No
entanto, o sucesso desses programas depende, primeiramente, da existéncia de
variabilidade genética na populagao de base, pois permite a selecdo de gendtipos
superiores, para serem multiplicados via reproducéo vegetativa (enxertia ou estaca)
para desenvolvimento de novas variedade (SILVA, 2007). Neste sentido, o presente
trabalho tem como objetivo avaliar a diversidade genética de gendtipos de cana-de-
acgucar através de marcadores microssatélites.

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

Neste trabalho o DNA das folhas jovens de 30 individuos foi extraido
segundo a metodologia descrita por FERREIRA & GRATTAPAGLIA (1996). A
quantificagdo e qualidade do DNA foram avaliadas por analise comparativa com
marcado A DNA/ Hind Il em eletroforese em géis de agarose 1% (p/v) corados com
Gel Red (Biotium).

Foram empregados no estudo os 10 primers selecionados como 0s mais
polimorficos, dentre os 31 primers sintetizados para o genoma da cana-de-agucar
selecionados do artigo apresentado por SINGH et al (2010).

O SSR-PCR foi desenvolvido numa reagdo com GoTaq Green Master Mix
(Promega) a partir do protocolo desenvolvido pelo fabricante. O programa de
amplificacao 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 reagao foram separados em eletroforese em
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gel de agarose 3% em Tampao TBE 1X, e corados com Gel Red (Biotium) e
fotografados sob luz UV.

Os produtos de reacdo de amplificacdo do SSR-PCR foram classificados
independentemente conforme presenca (1) e auséncia (0) de bandas. O peso
molecular de cada fragmento foi estimado com base no Marcador de DNA 1kb
Ladder Plus (Invitrogen). Os dados gerados a partir da analise de todos os
individuos testados foram utilizados na construgdo da matriz de dados binario que
com o auxilio do programa NTSYS PC 2.10m (ROHLF, 2000). Utilizou-se o
coeficiente de Dice (DICE, 1945) para o calculo da similaridade genética, e com
base nas matrizes de similaridade geradas, foi construido um dendrograma por meio
do método de agrupamento UPGMA. Para a verificagao do ajuste entre a matriz de
similaridade e o respectivo dendrograma, foi estimado o coeficiente de correlagéo
cofenética (r), conforme SOKAL & ROHLF (1962).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram gerados 109 marcadores a partir da avaliagdo dos produtos das
reacoes de amplificacdo do DNA das 30 plantas com os 10 primers selecionados.

O coeficiente médio de similaridade, 0,33, foi utilizado como referéncia
para a discussdo dos agrupamentos formados, o que possibilitou a separagao dos
genotipos em 4 grupos. Onde o agrupamento | foi formado por apenas dois
genotipos (1012 e 1017), sendo o primeiro de ciclo precoce e 0 segundo de ciclo
médio. No agrupamento Il foi possivel observar a presenga de clones de ciclo
precoce e variedades de ciclo médio. Formado pela maioria dos acessos, o
agrupamento lll apresentou a formagéo de dois subgrupos: subgrupo IlI-A, em que
foi possivel observar a presenga de clones de ciclo médio, e o subgrupo IlI-B que
revelou como gendtipos mais similares da analise o clone de ciclo médio 1027 e a
variedade de ciclo precoce 1004. O gendtipo 1001 apresentou a menor similaridade
entre os gendtipos estudados, importante para uso no programa de melhoramento
genético.

Entretanto, para que esta informacgéo a respeito da variabilidade em nivel
de DNA seja utilizada com eficiéncia, € necessario que também seja considerada a
potencialidade agronémica existente, para que possam ser realizados cruzamentos
de interesse.

4 CONCLUSAO

O uso de marcadores moleculares microssatélites foi eficiente para avaliar
variabilidade genética desta populacdo, que apresentou genoétipo com alta
dissimilaridade, a variedade precoce 1001, importante para uso em programas de
melhoramento.
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Figura 1. Dendrograma de 30 gendtipos de cana-de-agucar obtidos a partir da analise molecular
de microssatélites, utilizando o indice de similaridade de Dice (1945) e o método de agrupamento
UPGMA. Embrapa Clima Temperado, Pelotas-RS, 2011.
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