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Resumo

O Brasil € 0 maior produtor de cana-de-aglcar que € uma das principais
biomassas. O etanol, obtido da fermentacdo do caldo de cana-de-acucar, € um
combustivel potencialmente global, por amenizar dois problemas mundiais, a
escassez do petréleo e o efeito estufa. O melhoramento da cana-de-agucar requer
muitas avaliagdes (diferentes anos e locais), assim sendo o uso de marcadores
moleculares pode auxiliar esse processo. A técnica de AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphisms), de carater multiplex, € étima para geracao de um grande
namero de marcadores a partir de poucas combinagdes de iniciadores. Este
trabalho teve por objetivo detectar associagbées fendtipo-marcador em progénie
(234/96) de hibridos de clones elites do melhoramento nacional de cana-de-
acucar, a partir de marcadores AFLP e os caracteres Fibra%Cana, PCC
(POL%Cana) e TCH (tonelagem de cana por hectare), oriundos de oito ensaios,
que avaliaram os dois ciclos da cultura (cana-planta e cana-soca) em duas
localidades (Piracicaba e Jau, ambas em SP). Foram detectados marcadores
associados a provaveis QTLs (locos controladores de caracteres quantitativos),
tanto de efeitos positivos quanto negativos, e para os trés caracteres,
individualmente. Alguns marcadores apresentaram também associagdo conjunta
significativa (p < 0.05) para mais de um carater. A sequéncia de DNA de um
marcador AFLP possibilitou o desenho de iniciadores especificos que amplificaram
via PCR, com DNAs da progénie 234/96, trés marcadores de efeitos negativos
associados com Fibra%Cana, sendo um deles também associado com TCH e de
efeito positivo. Esses marcadores foram considerados promissores para uso em

Selecao Assistida, auxiliando os programas de melhoramento.

Palavras-chaves: cana-de-agucar, AFLP, QTL, Selecado assistida, Programas de

Melhoramento.
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1. Introducao

O Brasil encontra-se no centro da revolugdo energética, que acontece no
mundo, por produzir um dos principais tipos de biomassa que é a cana-de-acgucar.
Embora seja cultivada em mais de 120 paises somente como matéria prima do
acucar, no Brasil a sua producdo € destinada também ao etanol, combustivel
potencialmente global, deixando o Brasil numa posicdo de destaque por implantar
em larga escala o alcool como alternativa a escassez do petrdleo e ao efeito
estufa (Oliveira, 2003).

A Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), na avaliagdo da safra
agricola de cana-de-agucar 2006/2007, estimou a producéao brasileira em 475,73
milhdes de toneladas, sendo um aumento de 10,3 % em relacdo a safra anterior.
Do total produzido, 50,9% destinou-se a fabricacdo de acucar; 38,6% a producao
de alcool, e o restante 10,5% a fabricacdo de cachaca, alimentagcdo animal,
fabricacao de rapadura, acucar mascavo e outros fins (CONAB, 2006)

Ainda de acordo com a CONAB, a regiao Nordeste foi responsavel por
13,6% da safra 2006/2007, enquanto que a regiao Sudeste contribuiu com 69%.
Isso se deve provavelmente as condi¢bes ambientais e de manejo, devido as
caracteristicas intrinsecas das variedades plantadas.

O melhoramento genético da cana-de-agucar, por sua vez, € dificultado
pela complexidade genética da cultura (elevado nivel de ploidia e aneuploidia).
Além disso, os programas de melhoramento sao longos (de 12 a 15 anos) (Mamet
and Domaingue, 1999), requerendo grandes populagdes para 0S processos
seletivos, geralmente de baixa eficiéncia, e ensaios em diferentes anos e locais.
Paralelamente, os ganhos genéticos tendem a diminuir com os ciclos de selec¢éo,
em fungdo também de uma base genética relativamente estreita.

Nesse contexto, marcadores moleculares constituem uma importante
ferramenta para dissecar geneticamente caracteres de heranca complexa, quando
associados ao mapeamento genético. Marcadores especificos, detectados em
associacao com caracteres de interesse agro-industrial, podem auxiliar no

planejamento de cruzamentos mais eficientes, bem como na selegéo indireta e/ou
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precoce de individuos promissores, aumentando a precisdo na selecao, que
poderia ser feita nos primeiros ciclos. Isto pode acarretar um incremento no ganho
genético por unidade de tempo, aumentando a eficiéncia do programa de
melhoramento e diminuindo o tempo necessario para langamento de uma nova
variedade (Kido, 2003)

As informacbes obtidas nesse trabalho, a partir de associacbes de
marcadores do tipo AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism -
polimorfismo de comprimento de fragmento amplificado) e de marcadores
derivados de iniciadores especificos com caracteres de interesse agrondmico em
cana-de-acucar, abrem perspectivas interessantes para aplicacdo futura em

selecao assistida.

2. Objetivos

2.1. Geral

Detectar associagbes fenotipo-marcador em hibridos de clones elites do
melhoramento de cana-de-acucar, envolvendo marcadores moleculares do tipo
AFLP e caracteres percentual de fibras (Fibra%Cana), PCC (POL%Cana) e

produtividade em tonelagem de cana por hectare (TCH).

2.2. Especificos

- Obter marcadores do tipo AFLP para a progénie derivada dos genitores ‘SP80-
180 e SP80-4966'.

-Verificar a associacdo fenotipo-marcador a partir de ensaios de campo
disponiveis para a populagcédo em estudo.

-Desenvolver iniciadores, a partir de marcadores AFLPs, para amplificacao via
PCR de fragmentos especificos, que apresentem associacao fendtipo - marcador
e que sejam detectaveis em progénies do melhoramento de cana-de-acglcar,
visando uso futuro em selecao assistida.

3. Revisao Bibliografica
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3.1. Breve Historico da Cana-de-acucar no Brasil

A histéria da cana-de-agucar no Brasil confunde-se com a prépria historia
de colonizacéao brasileira. Foi trazida pelos portugueses em meados de 1500, com
0 objetivo de levar acucar para a Europa, e colonizar o Pais com maior eficiéncia,
evitando a invasao por outros povos. Entdo, € comum uma associacao da cultura
as mazelas de um Brasil, colénia, escravagista e comandado por grandes
senhores de Terra, que recebiam grandes privilégios do governo. A realidade hoje
€ muito distinta. A cultura de cana é o Unico commodities que nao é exportado in
natura, como a soja, o milho e outras, assim, 100% do que € exportado, sofre
algum grau de transformagédo no pais, gerando emprego e renda no entorno das
regides produtoras (Resende, 2003).

Hoje, a cana possui dois produtos principais: o agcucar e o alcool, o que
possibilita a diversificacdo da producdo em funcdo dos precos praticados no
mercado. Especialmente no Brasil, em meados dos anos 70, surgiu o maior
programa de biocombustivel do mundo, o Pré-Alcool. Este programa, justificado
inicialmente pela alta do petréleo no mercado mundial, hoje € uma das alternativas
energeéticas, aplicadas em larga escala, mais ecoldgicas do planeta, uma vez que
além de possibilitar a reducado do uso de energia féssil (a partir de petréleo, etc.)
possui, especificamente no Brasil, o balanco energético mais positivo que se
conhece para biocombustiveis, variando de 9 a 12. Isso significa que para cada
unidade de energia gasta para se produzir o alcool, sua queima possibilita a
geracao de 9 a 12 unidades energéticas. Esses valores sdo muito maiores que em
outros paises como EUA e Cuba, que raramente chegam a 3 (SEBRAE, 2005).

Esses valores fortemente positivos no Brasil sdo devido a utilizacdo de
bagaco de cana nas caldeiras, gerando energia. Alias, hoje, praticamente toda a
energia gasta na fabricagcdo de acgucar e alcool é proveniente dessa fonte, ainda
gerando excedentes para serem vendidos no mercado. Além disso, a vinhaga,
efluente liquido da fabricagcdo de alcool e acucar é utilizada na adubacao dos

canaviais, € uma excelente fonte de potassio e outros nutrientes. O residuo sélido
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mais conhecido como torta de filtro, também é utilizado na adubacédo dos
canaviais. Nesse sentido a cana-de-agucar é hoje, uma das culturas que mais se
destaca do ponto de vista econémico, social e ambiental (Resende, 20083;
SEBRAE, 2005).

3.2. Biologia da Cana-de-acucar

A cana-de-acucar é uma monocotiledénea cultivada em regides tropicais e
subtropicais do mundo, primordialmente por sua capacidade de armazenar altas
concentracoes de sacarose, ou agucar, nos internds do colmo. A sua reproducao é
normalmente vegetativa através de segmentos nodais, contudo a propagacao de
sementes também ocorre (Bakker, 1999).

A cana é uma planta do grupo C4, possuindo maior eficiéncia fotossintética
devido, provavelmente, a compartimentacdo de enzimas e as caracteristicas
anatémicas das folhas, tendo como consequiéncia taxa de fotorrespiracao baixa ou
ausente (Machado, 1987). Ainda segundo este autor, a produtividade da cana-de-
acucar depende da eficiéncia da integragdo do seu sistema produtivo formado
pelas folhas fotossinteticamente ativas; do escoamento e distribuicdo do produto
fotossintetizado; do consumo pela planta no seu desenvolvimento e reproducao; e
do acumulo e armazenamento de sacarose.

As variedades cultivadas da cana moderna para producdo de agucar sao
hibridos complexos interespecificos (Saccharum spp.) que envolve cruzamentos
entre as espécies Saccharum officinarum L. e S. spontaneum L. (Cox et al., 2000)
e que tém surgido através da selecao de espécies dentro do género Saccharum.

S. officinarum ou a “cana nobre” acumula altos niveis de sacarose nos
colmos, contudo apresenta pouca resisténcia a doencgas. Acredita-se que S.
officinarum seja produto do complexo da introgressdo entre S. spontaneum,
Erianthus arundinaceus e Miscanthus sinensis (Daniel and Roach, 1987). Uma
possivel forma intermedidria no desenvolvimento de S. officinarum é S. robustum,
uma espécie praieira que cresce nos tropicos Umidos com muitas populacoes

distintas. A origem de S. officinarum esté intimamente associada com a atividade
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humana, uma vez que ela € genuinamente cultivada, ndo sendo encontrados
membros selvagens (Sreenivasan et al., 1987). Acredita-se que o centro de
origem de S. officinarum seja a Polinésia. As espécies provavelmente foram
transportadas pelo Sudeste da Asia, sendo direcionadas para um moderno centro
de diversidade em Papua Nova Guiné, onde a maioria das espécies foi coletada
no século XVIII (Daniel and Roach, 1987).

3.2.1. Taxonomia e Genética

A cana pertence ao género Saccharum, da tribo Andropogoneae na familia
das gramineas (Poaceae) (Daniel and Roach, 1987). A tribo inclui gramineas
tropicais e subtropicais, como o0 sorgo e o milho. A taxonomia e filogenia da cana
sao complicadas, pois ha plantas de cinco géneros que dividem caracteristicas
comuns e forma um grupo muito relacionado conhecido como o complexo
“Saccharum”, que engloba os géneros Saccharum, Erianthus divisao Ripidium,
Miscanthus divisao Diandra, Narenga e Sclerostachya (Daniel and Roach, 1987).
Esses géneros sao caracterizados pelo alto nivel de ploidia e numeros
desbalanceados de cromossomos (aneuploidias), dificultando a determinacao
taxon6mica (Daniels and Roach, 1987; Screnivasan et al., 1987).

O genoma da cana € muito grande. Por exemplo, o tamanho do genoma
nao replicado de uma célula somatica (2C) é 7440 Mpb em S. oficinarum (2n =
80). Contudo como S. officinarum € octapléide, o tamanho do genoma monopléide
- que é o tamanho de um conjunto cromossémico completo ndo redundante - é
oito vezes menor, por volta de 930 Mpb. Este valor é comparado ao tamanho do
genoma de um gameta (1C) de um tipico cultivar dipléide. Na realidade, ndo é
muito maior que o tamanho do genoma do sorgo (cerca de 760 Mbp) (Figura 1) e
cerca de duas vezes o genoma do arroz (430 Mbp). O genoma monopldide de S.
spontaneum é 750 Mbp, por volta de 80% do genoma de S. officinarum (Grivet
and Arruda, 2001).

A conservacdo da organizacdo cromossdmica entre as gramineas possui
um grande potencial na localizacdo e identificacdo de genes de interesse em
cana-de-acucar. A colinearidade entre cromossomos de cana e sorgo significa que
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genes identificados em uma espécie podem também ser encontrados na outra, no

mesmo local e em mesma ordem (Guimaraes et al., 1997; Ming et al.,1998).

Sugarcane Sarghum
(Saccharum officinarum) (Sorghum bicolor)

1620 780 760
Mbp  Mbp  Mbp

S -
7440 3720 930
Mbp Mbp Mbp

Current Opinion in Plant Siclogy

Figura 1: Comparagao do tamanho dos genomas do sorgo e da cana-de-agucar. Cada barra
representa um cromossomo, que alinhados na horizontal sdo homologos. O genoma néo
replicado de uma célula somatica (2C) é representado por (1). O gameta néo replicado (1C) é
mostrado em (2). O conjunto monopldide estd esquematizado em (3). Fonte: Grivet and
Arruda, 2001.

O género Saccharum compreende seis espécies: S. spontaneum, S.
officinarum, S. robustum, S. edule, S. barberi, e S. sinense (D’Hont et al., 1998). S.
officinarum tem 2n = 80 cromossomos com um numero basico (x) de 10,
confirmando o seu carater poliploide (ter mais que dois conjuntos cromossémicos,
como por exemplo, a octaploidia, 2n = 80 — oito conjuntos completos de
cromossomos). Contudo, S. officinarum ndao é um simples polipldide. Ele é um
hibrido complexo de diferentes espécies, possuindo dois ou mais conjuntos
cromossOmicos diferentes (Sreenivasan et al, 1987). Isto € indicado pelos
cromossomos em S. officinarum que sdo homodlogos com aqueles do género
Misacanthus e Erianthus divisao Ripidium (Besse et al., 1977; Daniel and Roach,
1987). J&4 S. spontaneum apresenta um genoma menor, altamente polimdrfico,

relativamente resistente a doencas e possui alto conteudo de fibras, sendo uma
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espécie altamente vigorosa, com 2n = 40 a 128 cromossomos. (Sreenivasan et al.,
1987; D'Hont et al.,1996). Ela pode ser diferenciada da Saccharum cultivada, pela

cana fina e inflorescéncia estreita (Pursglove, 1972).

3.2.2. Aproveitamento da Cana-de-agucar

A cana-de-agUcar pode ser aproveitada de diversas formas, as mais
importantes, e utilizadas pela industria sdo:

a) Producao de agucar

A cana é primordialmente cultivada para a producdo de acucar, que se
inicia pela moagem da cana. Ela é picada e seu suco €& extraido por
esmagamento. O suco é entéo clarificado por uma combinacao de cal [Ca(OH)2] e
fosforo produzindo um precipitado de fosfato de célcio que sedimenta também
outras impurezas. O suco de acgucar clarificado é entdo concentrado por
evaporacao para producdo do “xarope”, que passa por varias fases de
cristalizagdo para a geracao do agucar (Mackisntosh, 2000).

Ha duas importantes medidas da qualidade da cana-de-acgucar. De acordo
com Rodrigues (2005) sao elas: Brix e Pol.
-Brix: porcentagem, em peso, de sélidos soluveis no caldo de cana. Representa o
peso de solidos dissolvidos em 100 g de solugdo. Assim, quando uma solugcédo tem
20° Brix, quer dizer que em 100 g desta solugdo tem 20 g de soélidos dissolvidos,
sendo os 80 g restantes de agua.
-Polarizagcao ou Pol: porcentagem, em peso, de sacarose aparente ou a soma
algébrica dos desvios provocados no plano de polarizacdo pelas substancias
opticamente ativas (acucares), contidos nos produtos da usina (caldo), por leitura
direta. Na pratica, quantidade de sacarose encontrada em 100 g da solugéo.
Assim, quando uma solucao tem Pol de 14, quer dizer que em 100 g desta
solucao temos 14 g de sacarose.

Essas duas medidas permitem a determinacdo do nivel de impurezas na

cana (por exemplo, Brix menos Pol é igual ao total de impurezas na cana). Além
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disso, essas medidas permitem estimar o teor de acucar da cana madura
(Mackintosh, 2000).

b) Subprodutos da cana

Bagaco é a porcao fibrosa da cana que continua depois que o suco é
extraido. Ele tem varias aplicagdes, incluindo geragdo de energia, produgcao de
papel e alimentacdo animal. E constituido por dois tipos de fibras, que constituem
55% do seu peso seco. Sao elas: a celulose da casca e a medula. As fibras de
celulose sao longas e sao Uteis na producao de papel. J& a medula é considerada
como contaminante para a producao de papel de alta qualidade (Allen et al.,
1997).

O bagagco é também usado como alimentagdo animal, contudo possui
limitacbes devido a sua baixa digestibilidade até para os ruminantes (cerca de
25%) (De Medeiros e Machado, 1993; UM Industrial Development Organisation,
2002). Tratamentos quimicos e biolégicos melhoram a digestibilidade em
aproximadamente 65% (Playne, 1984; Allen et al., 1997).

O melago, também chamado de mel esgotado, do qual ndo se extrai mais
acucar, por razées econdmicas, é oriundo do suco clarificado, sendo utilizado para
fermentacado alcodlica, para suplementos de alimentacao, além de servir como
fertilizante para os campos de plantacao (Sansouncy et al., 1988; Mackintosh,
2000).

3.3. Melhoramento e Biotecnologia em Cana-de-Acucar

Os cultivares hibridos comerciais derivam do cruzamento béasico que
envolve a combinacao do vigor, resisténcia a doengas de S. spontaneum e o alto
teor de acucar de S. officinarum (Bull and Glasziou, 1979). O aumento do
conteudo de acucar concomitante a manutencdo da resisténcia a doencas nos
cultivares comerciais tem sido alcangado através de retrocruzamentos de varios
cultivares diferentes de S. officinarum (Bull and Glasziou, 1979) num processo
denominado de nobilizacao (Daniels and Roach, 1987). Conseqlientemente, o
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conteudo genético de S. spontaneum é reduzido nos hibridos comerciais. Esses
hibridos comerciais possuem aproximadamente 80% de cromossomos derivados
de S. officinarum e 10% de S. spontaneum, com residuo cromossomal produzido
pelo processo natural de sinapses durante a meiose (D’Hont et al., 1996).

A biotecnologia oferece oportunidades excelentes para o melhoramento da
cana-de-acucar. A cana comercial, devido ao seu genoma complexo poliploide-
aneupldide, base genética estreita, suscetibilidade de varias doencas e um longo
tempo de melhoramento convencional (12-15 anos), pode se beneficiar das
técnicas biotecnolégicas. Na Africa do Sul, o periodo para o langamento de uma
nova variedade é de cerca de 14 anos, em decorréncia dos iniUmeros processos
de cruzamentos e selecdo, além de avaliagdes em varios locais e anos (Barnes et
al., 1997). No Brasil, este periodo foi reduzido para cerca de 12 anos, através do
programa de melhoramento do CTC.

Embora a pesquisa biotecnolégica em cana-de-agucar tenha comecado em
1960 com experimentos de regeneracao de planta in vitro (Nickell, 1964; Heinz
and Mee, 1969), avangos importantes para melhorar essa cultura através de
abordagens moleculares comecaram apenas na década passada. O
estabelecimento de um sistema de transformacao eficiente por Bower and Birch
(1992) foi uma grande realizagdo por integrar técnicas moleculares e
convencionais. Continuando esse processo, tentativas tém sido direcionadas para
melhorar caracteristicas agronébmicamente Uteis em varios gendtipos cultivados.
(Gallo-Meagher and Irvine, 1996; Smith et al., 1996; Allsopp and Manners,1997;
Arencibia et al., 1997; Enriquez-Obregon et al., 1998; Zhang et al., 1999; Setamou
et al., 2002; Manickavasagam et al., 2004; Vickers et al., 2005a, 2005 b).

A transformacado por microprojéteis (Bower and Birch, 1992), por
eletroporacao (Rathus and Birch, 1992) e por Agrobacterium (Enriquez-Obregon et
al,1998), foi relatada para o desenvolvimento de cana transgénica com resisténcia
a patégenos microbianos como o virus mosaico (SCMV) (Joyce et al., 1998a, 1998
b) e a pragas como a lagarta da cana (Allsopp and Suas-ard, 2000), bem como
cana com caracteristicas Uteis como resisténcia a herbicidas (Leibbrandt and
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Snyman, 2003). Além de estudos para aumentar o acumulo de agucar (Ma et al.,
2000; Silva and Bressiani, 2005).

Para um programa de melhoramento ser bem sucedido €& essencial
conhecer as bases genéticas das variagdes fenotipicas, se descritas em termos de
caracteristicas agronémicas convencionais ou modelos de introgressdo de
caracteristicas. Avanco genético pode ser alcancado a partir do momento em que
exista variabilidade genética e que o efeito ambiental ndo mascare por completo
esta variabilidade, e que a selecdo e recombinacdo de gendtipos superiores
possam ser realizadas para se estabelecer a proxima geracao (Ferreira and
Grattapaglia, 1998).

Em resumo, pesquisas biotecnoldgicas no melhoramento da cana tém sido
realizadas nas areas de: (1) cultura de tecidos para investigagdo molecular e
propagacao; (2) engenharia de novos genes em cultivares comerciais; (3)
diagnosticos moleculares para patégenos para melhoria nas trocas genéticas de
germoplasmas de Saccharum e de géneros relacionados como Miscanthus e
Erianthus; (4) desenvolvimento de mapas genéticos usando marcadores
moleculares; (5) compreensdo da base molecular do acumulo de sacarose
(Lakshmanan, 2005).

A tendéncia geral do melhoramento genético de plantas é a integracao das
técnicas classicas com aquelas mais modernas da biotecnologia, levando-se em
consideracdo as vantagens e limitacbes de cada uma delas. Nessa oOtica, os
marcadores moleculares podem contribuir significativamente para o conhecimento
basico da cultura e do carater estudado, e para a geracdao de produtos
melhorados.

3.4. Marcadores Moleculares em Vegetais

As limitagdes decorrentes do uso de marcadores morfoldgicos, fisioldgicos
e citolégicos, para acessar a diversidade genética em cultivares e em espécies
vegetais selvagens tém sido ultrapassadas pelo desenvolvimento de marcadores
de DNA, que possibilitou a construcdo de mapas de ligagdo para boa parte das
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plantas cultivadas, facilitando o entendimento da base genética de caracteres
quantitativos (Ferreira and Grattapaglia, 1998).

Os principais marcadores baseados em DNA sao: RFLP — Restriction
Fragment Length Polymorphism (polimorfismo no comprimento de fragmentos de
restricdo) (Botstein et al., 1980); RAPD — Random Amplified Polymorphic DNA
(polimorfismo de DNA amplificado ao acaso) (Wiliams et al.,1990); AFLP —
Amplified Fragment Length Polymorphism (polimorfismo de comprimento de
fragmento amplificado) (Zabeau and Vos, 1993); SSR — Simple Sequence Repeats
(sequéncias simples repetidas - Tautz, 1989). Todavia, esses marcadores
moleculares apresentam vérias diferengas em termos de custo, velocidade,
quantidade de DNA necessaria, trabalho técnico, nivel de polimorfismo, precisao
da distancia genética estimada e o alcance estatistico dos testes (Aitken et al.,
2006).

O polimorfismo de RFLP é evidenciado pela fragmentacao do DNA através
do uso de enzimas de restricdo e observado por hibridizacdo destes fragmentos
com sequéncias homdlogas de DNA marcadas com radioatividade ou compostos
gue desencadeiam uma reagao de luminescéncia (Ferreira e Grattapaglia,1998).
Embora o poder de discriminagdo do RFLP nos estudos de diversidade seja bem
documentado (Smith et al., 1990; Dudley et al., 1991; Benchimol et al., 2000), as
limitagdes relacionadas a rotina do uso de RFLP estimularam estudos com outros
tipos de marcadores moleculares tais como RAPD, que sera comentado adiante,
visto que € mais simples de usar e nao necessita de materiais radioativos
(Williams et al., 1990).

O grande avango na area de marcadores moleculares baseados em PCR
ocorreu em 1990, com a idéia de se utilizar iniciadores mais curtos e de seqiéncia
arbitréria para dirigir a reacdo de amplificagé@o, eliminando assim a necessidade do
conhecimento prévio de sequéncia.

O RAPD surgiu nessa época, e utiliza um iniciador Unico ao invés de um par
de iniciadores, com sequéncia arbitraria, sendo sua seqiéncia alvo desconhecida
(Ferreira and Grattapaglia, 1998). Desde sua descricdo, 0 uso de marcadores
RAPD na analise genética e no melhoramento de plantas teve uma difusao
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extremamente rdpida. O RAPD é bem aplicado para impressaoi digital de DNA
(Dos Santos et al., 1994; Thormann et al., 1994), embora ndo possua uma boa
reprodutibilidade devido a anelamentos erréneos (Neale and Harry, 1994; Demeke
etal., 1997).

Microssatélites (SSRs) ocorrem freqientemente na maioria dos eucariotos
e pode ser muito informativo, multialélico e reprodutivel (Vos et al., 1995; Senior
and Heun, 1993) muitas vezes superando as limitagdes do RFLP e RAPD. Os
SSRs sao seqliéncias repetitivas, com motivos de 2-6 pb (Litt and Luty, 1989). As
diferencas de tamanho presentes nos loci de microssatélites rapidamente os
tornaram marcadores atrativos para uma variedade de aplicagdes incluindo a
construcao de mapas genéticos de alta-densidade, andlises parentais e estudos
evolucionarios. Além do curto tamanho, essas repeticbes apresentam regides
flanqueadoras em geral muito conservadas, o que possibilita a construcdo de
iniciadores, permitindo a amplificagao via PCR (Ferreira and Grattapaglia,1998).

A aplicacao da técnica SSR em plantas depende da disponibilidade de
marcadores adequados, que tém sido desenvolvidos para espécies como soja
(Rongwen et al., 1995), arroz (Zhao and Rochert, 1993), milho (Taramino and
Tingey, 1996), feijado comum (Yu et al., 2000), e cana-de-agucar (Cordeiro et al.,
2000). Com destaque para Souza (2003) que detectou polimorfismos em cana,
usando iniciadores SSR em uma progénie resultante do cruzamento de clones
elite de SP80-180 e SP80-4966, também utilizada neste trabalho.

A técnica de AFLP, que sera detalhada mais adiante, é mais trabalhosa e
consome mais tempo que RAPD, contudo € mais confiavel. AFLP detecta um
grande numero de bandas polimoérficas, com alto nivel de polimorfismo. Embora a
baixa sensibilidade em detectar classes genotipicas informativas esteja associada
com a incapacidade para distinguir heterozigotos de homozigotos, Gerber et al.
(2000) sugeriram que o alto numero de loci polimérficos revelados pelo AFLP
contrabalancia a perda de informagao resultante da dominancia. E também sabido
que a técnica de AFLP tem custo inicial baixo e € mais transferivel entre as
espécies que o método SSR (Gerber et al., 2000). Técnicas baseadas em AFLP
tém sido aplicadas no mapeamento genético (Zimnoch-Guzowska et al., 2000;
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Katengam et al., 2002; Strommer et al., 2002; Kido, 2003), DNA fingerprinting
(Powell et al., 1996), estudos de diversidade genética (Russell et al., 1997),
andlise parental (Gerber et al., 2000; Lima et al., 2002), analise de caracteristicas
quantitativas (Hoffman and Dahleen 2002; Salland et al., 2003; Aitken et al., 2006).

Os marcadores AFLP também tém apresentado bons resultados para
outras aplicacbes, como caracterizacdo da variacdo somaclonal decorrente da
cultura de tecidos e érgaos vegetais (Popescu et al.,, 2002), identificagdo de
mutantes (Scott et al., 2000) e analise de quimeras (Franks et al., 2002),
ratificando a utilidade dessa ferramenta na analise genética.

O uso dos diversos tipos de marcadores moleculares proporciona cobertura
mais rapida do genoma, avaliacdo de germoplasmas, mapeamento genético,
selecao indireta e/ou precoce de genotipos superiores.

Um mapa genético de alta densidade do genoma de sorgo foi construido
por Menz et al. (2002), utilizando marcadores AFLP, RFLP e SSR. No geral, os
marcadores AFLP preencheram a maioria das lacunas deixadas pelos RFLP e
SSR, demonstrando que a tecnologia AFLP é eficiente em alcancar todo o
genoma.

Um estudo realizado com milho em 2004 por Garcia et al. comparou a
eficiéncia dos marcadores RAPD, RFLP, AFLP e SSR na inferéncia da diversidade
genética do milho. Os resultados mostraram que os marcadores AFLP
apresentaram alta acuracia na avaliagdo de diversidade e na informacéo genética
das relagdes entre as linhagens de milho estudadas.

Oliveira et al. (2005) aplicou a técnica de AFLP para estudar a diversidade
genética de cultivares de videira e identificar marcadores associados a resisténcia
ao mildio e ao oildio, ambas doencas fungicas. Os agrupamentos gerados pelos
marcadores AFLP corresponderam a classificagao botanica dos cultivares. Foram
ainda identificadas 15 marcas para resisténcia/suscetibilidade, sendo oito para
midio e sete para oidio, coincidentes com a avaliacdo fenotipica em estudo.

Kido (2003) mapeou marcadores AFLP em populacdo oriunda de clones
elite de cana-de-agucar (genitores ‘SP80-180 e SP80-4966’), e também fez uma

associacdo desses marcadores com caracteres agrondmicos de interesse,
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identificando alguns marcadores promissores que serviram de base para este
trabalho. Garcia et al. (2006), compilando estes marcadores AFLP e outros (SSR e
RFLP), produziram um mapa para cana-de-agucar com 357 marcadores ligados,
sendo 57 RFLPs, 64 SSRs e 236 AFLPs que determinaram 131 grupos de co-
segregacao.

A andlise molecular via marcadores ja beneficia tremendamente o
melhoramento de plantas, com a perspectiva ainda de grandes progressos,

aliando tecnologias economicamente acessiveis e de facil manipulagao.

3.5. A Técnica de AFLP

Polimorfismo de comprimento de fragmento amplificado (AFLP) é uma
técnica molecular para impressdo de DNA de qualquer origem e complexidade.
Possui um grande numero de aplicagdes potenciais, tais como o monitoramento
da heranca de caracteristicas agronémicas em plantas e animais, diagndéstico de
doencas genéticas, andlises de pedigree, analise forense, analise parental,
screening de marcadores de DNA ligados a caracteristicas genéticas (Blears et al.,
1998).

A técnica de AFLP tem varias vantagens sobre outros sistemas de
impressao de DNA, sendo a mais importante delas a capacidade de examinar um
genoma completo em relagdo aos seus polimorfismos, aléem de sua
reprodutibilidade. Ela pode ser aplicada a qualquer amostra de DNA, incluindo
humano, animal, vegetal e microorganismos, conferindo-lhe o potencial de se
tornar um sistema universal de impressao de DNA (Blears et al., 1998).

A técnica foi desenvolvida por Zabeau e Vos, em 1993, e patenteada pela
Keygene NV (Wageningen, The Netherlands). No AFLP, os polimorfismos
genéticos sdo identificados no gel pela presenca ou auséncia de fragmentos de
DNA, apés a digestdao e amplificagdo do DNA gendmico.

As quatro etapas basicas do AFLP consistem em: (1) digestdo do DNA
gendmico; (2) ligacdo de adaptadores; (3) amplificacdo; (4) andlise dos
fragmentos, através de gel.
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(1) Digestdao do DNA genbmico

Fragmentos de restricdo sado gerados com o auxilio de duas
endonucleases, uma de corte raro com 6- 8 bases de reconhecimento, e outra de
corte freqlente com sitio de restricdo de 4 bases. O alto nivel de especificidade
dessas enzimas resulta na producao de um conjunto reprodutivel de fragmentos
de DNA. Além disso, a complexidade do genoma e fatores como nivel de
metilacdo do DNA influenciam a especificidade de certas enzimas (Bachem et
al.,1996).

O uso de duas enzimas diferentes permite aos pesquisadores manipularem
0 numero de fragmentos gerados para amplificacdo, produzindo padrbées de
impressao com a desejada complexidade. Trés tipos de fragmentos de restricao
sao gerados, logo apds a digestdo. Sao eles (i) fragmentos cortados por enzimas
de corte raro nas duas extremidades; (ii) fragmentos cortados em ambas
extremidades por enzimas de corte frequente; (iii) fragmentos cortados numa
extremidade por enzima de corte raro e na outra por enzima de corte freqUente.
Usando como exemplo, as enzimas EcoRl e Msel, poderiamos produzir
fragmentos cortados por EcoRI- EcoRl, EcoRIl- Msel e por Msel- Msel. Estima-se
que mais de 90% dos fragmentos possuem cortes freqlentes nas duas

extremidades (Bachem et al.,1996).

(2) Ligacao dos Adaptadores

A técnica de AFLP nao depende do conhecimento da seqiéncia de DNA.
Nucleotideos complementares (10-30 pb) as extremidades cortadas sao ligados as
mesmas usando a T4 DNA ligase. A sequéncia de adaptadores e o sitio de
restricdo adjacente servem como sitios de ligagdo para iniciadores das
subsequentes amplificacoes.

A ligacao nao restaura o sitio original da enzima devido a incorporacao de
uma base na sequéncia do adaptador. Essa mudanca no sitio de reconhecimento
impede que uma nova restricdo ocorra depois que a ligagao tenha sido realizada,

permitindo que a restricao e a ligacdo acontecam num mesmo tubo. Além disso, a
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ligacdo entre adaptadores é evitada pelo uso de adaptadores nao fosforilados
(Blears et al., 1998).

(3) Amplificacao Seletiva

Iniciadores AFLP para amplificacdo seletiva contém trés tipos de
sequéncias de DNA: a regido 5’ complementar ao adaptador, a seqtiéncia do sitio
de restricao e os nucleotideos seletivos na regido 3'. Dois iniciadores de AFLP séo
usados; um é complementar ao adaptador e a regiao de corte raro, com um a trés
nucleotideos adicionais na regido 3’; e o outro iniciador é complementar ao
adaptador e a regiao de corte freqliente, com um a trés nucleotideos adicionais na
regiao 3’ (Blears et al., 1998).

Apls a reacéao de restricao e ligagdo, um limitado nimero de fragmentos é
amplificado seletivamente por iniciadores AFLP. Apenas um subconjunto de
fragmentos moldes, com nucleotideos complementares além do sitio de restricao
sera amplificado sob condigcdes estringentes de anelamento. As extensdes
nucleotidicas na extremidade 3’ dos iniciadores servem a dois propésitos:

() elas permitem que uma variedade de subconjuntos dos fragmentos de
restricdo seja amplificada;

(i) elas fornecem possibilidades adicionais para que os polimorfismos
sejam detectados além do sitio de restricéo.

Embora os fragmentos cortados apenas por enzimas de corte freqliente (ex:
Msel- Msel) sejam predominantes nas espécies (> 90%), fragmentos cortados por
ambas enzimas de corte raro e frequente (ex: EcoRI- Msel) séo preferencialmente
amplificados. Ha duas razdes para essa eficiéncia: (i) o iniciador complementar ao
sitio de restricdo de corte raro e ao adaptador possui uma temperatura de
anelamento maior que o iniciador de corte freqlente; (ii) fragmentos cortados por
ambas as enzimas (ex: EcoRI- Msel) sdo amplificados usando dois iniciadores (ex:
EcoRI- Msel iniciadores) evitando a formacado de repeticbes invertidas nas
extremidades (Vos et al., 1995).

O numero de fragmentos amplificados é determinado pela complexidade do
DNA gendmico, pela escolha das enzimas, como também pelo nimero e tipo de
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nucleotideos seletivos nos iniciadores de PCR. Ha quase uma correlacao linear
entre o numero de fragmentos amplificado e tamanho do genoma. Como o nimero
de nucleotideos seletivos é aumentado, a complexidade do padrdo de bandas do
DNA decresce. O numero de fragmentos amplificados € reduzido
aproximadamente de quatro vezes, a cada base seletiva adicionada (Vos et al,,
1995).

Embora ndo haja nenhuma metodologia padrdo para a escolha dos
nucleotideos seletivos, extensdes nucleotidicas compostas de 2 ou 3 nucleotideos
reduzem enormemente o numero de fragmentos amplificados. O tamanho e a
natureza da extensao de bases na extremidade 3’ dos iniciadores podem ser
manipulados para gerar impressaoes digitais com a complexidade desejada.

Para genomas pequenos de 10°- 10’ pares de bases (pb), 1 a 2
nucleotideos seletivos na extremidade 3’ de cada iniciador pode ser suficiente
para revelar o polimorfismo. Genomas mais complexos (de 10® — 10° pb)
necessitam de mais bases seletivas para alcancar o numero de fragmentos
adicionais desejados. Apesar da complexidade reduzir quando cada base seletiva
¢é adicionada, a seletividade é mantida com no maximo trés bases seletivas. Vos et
al. (1995) demonstraram que a seletividade é perdida quando se usa quatro bases
para extensao.

Uma estratégia de se utilizar duas etapas de amplificacéo foi desenvolvida
para genomas complexos (10% - 10%), para isso necessita-se de trés nucleotideos
seletivos em um ou ambos iniciadores. A primeira amplificagdo, chamada de pré-
amplificagdo, utiliza iniciadores que tém um ou nenhum nucleotideo seletivo. Os
produtos de PCR dessa pré-amplificacao sao diluidos e usados como moldes para
uma segunda reagdo de amplificacdo, agora com trés nucleotideos seletivos,
chamada de amplificacdo seletiva. A inclusdo da pré-amplificacdo reduz os
arrastos de fundo no padrdo de bandas, causados por amplificacbes errbneas
(Vos et al., 1995).
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(4) Andlise dos fragmentos em gel

Antes de separar os fragmentos amplificados em gel de poliacrilamida, as

amostras sao desnaturadas por aquecimento a 95°C por 5 min, a fim de prevenir a

ocorréncia de bandas duplas no gel devido a mobilidade desigual das duas fitas.

Duas técnicas de marcacdo sdo comumente empregadas, tanto por marcacao

radioativa ou por corante fluorescente. Normalmente, o iniciador correspondente a

enzima de corte raro é marcado por fosforilagdo na extremidade 5' com y-*?P ou

v-°P, usando a T4 kinase. Os fragmentos sdo entdo separados em gel de

poliacrilamida de 5% a 7%; padrbes tipicos de AFLP sao visualizados por

autoradiografia, ou por coloracdo com prata que na@o necessita de marcacao

(Blears et al., 1998).

~——

Andlise em gel de
poliacrilamida

Padrao de bandas

Enzimas de
Restrigdo —— Adaptadores == =
% i S —
DNA gendémico DIGESTAO Hiahpas = —
Fragmentos Adaptadores
de Restricdo ligados ao DNA
Amostras
A B C

Iniciadores

AMPLIFICAGAO | ccictivos

- —
-_——

Fragmentos Amplificados

Figura 2: Esquema adaptado que resume as quatro etapas do AFLP
Fonte: Blears et al., 1998.
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3.5.1. Fatores que Afetam a Reprodutibilidade do AFLP

DNA de alta pureza € necessario para o AFLP, para assegurar a completa
digestao pelas endonucleases de restricdo. Restricdo incompleta do DNA gera
fragmentos parciais, predominantemente de alto peso molecular. O padrdao desses
fragmentos altera o perfil de bandas, e podem ser interpretadas como falsos
polimorfismos. Embora o AFLP seja afetado pela qualidade do DNA, ele é
insensivel a concentracao de DNA molde (Vos et al., 1995).

3.5.2. Vantagens do AFLP

A técnica de AFLP pode ser usada para amostras de DNA de qualquer
origem ou complexidade. Pequenas variacbes nas seqUéncias podem ser
detectadas usando apenas quantidades pequenas de DNA gendmico (0,05-0,5
Mg). A capacidade de revelar muitas bandas polimoérficas é uma das grandes
vantagens desse marcador. Um grande numero de bandas é analisado
simultaneamente, fazendo do AFLP uma técnica extremamente eficiente. AFLP
tem a capacidade de analisar um grande numero de loci por polimorfismo, mais do
que qualquer outra técnica disponivel baseada em PCR (Blears et al., 1998).
AFLP é superior em termos de numeros de sequéncias amplificadas por reagéao e
por sua reprodutibilidade. Os marcadores produzidos estdo disponiveis e sao
reproduzidos, dentro e entre, os laboratdrios, sendo relativamente faceis e baratos
de gerar.

3.5.3. Coloracao com Prata

A coloracdo com prata foi originalmente descrita para detecgdo ultra-
sensivel de polipeptidios, separados por eletroforese em gel de poliacrilamida
(Merril et al., 1981), e posteriormente adaptada para deteccéo de acidos nucléicos
(Sommerville and Wang, 1981; Herring et al., 1982; Blum et al., 1987). Beidler et
al. (1982) desenvolveram um método fotoquimico para a deteccdo de acidos
nucléicos com o aumento da sensibilidade. Desde entdo, varias pequenas

adaptagcdes do método original tém sido propostas para melhorar a sensibilidade,
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reduzir as etapas do processo e eliminar componentes téxicos da coloracao,
permitindo também uma melhor visualizagao dos fragmentos (Bassam et al., 1991;
Santos et al., 1993; Sanguinetti et al., 1994).

Creste et al. (2000) realizaram um estudo para avaliar um método de baixo
custo de coloragdo com prata, adaptado de Beidler et al. (1982), utilizando como
modelo a banana (Musa spp.). Foram comparados também outros dois métodos
de coloracdo modificados (Bassam et al.,, 1991; Sanguinetti et al.,, 1994), sendo
otimizada as condi¢cdes para a deteccao de SSR usando gel de poliacrilamida
desnaturante. Os métodos de coloracdo comparados diferiram quanto a
sensibilidade e contraste, sendo o melhor método aquele baseado em Beidler et
al.(1982), por ter dados resultados satisfatérios sem os riscos associados ao uso
de radioisétopos. Esse método foi adotado rotineiramente por Creste et al. (2000)
para andlises de AFLP e SSR em varias culturas tropicais, como cupuagu
(Theobroma  grandiflorum), cacau (Theobroma cacao), cana-de-agucar
(Saccharum spp), feijao comum, maca e citrus.

Nurmi et al. (2000) utilizaram a metodologia de AFLP através da coloracao
com prata para diferenciar linhagens de fungos de um mesmo género, em que
observaram diferencas razoaveis entre as linhagens estudadas.

Briard et al. (2000) compararam a coloracdo com prata e a metodologia
radioativa, para analisar marcadores AFLP em cenoura. Os resultados da
visualizacado de bandas foram considerados razoaveis para as duas metodologias,
sendo que o método radioativo mostra ainda uma maior sensibilidade, uma vez
que na coloracao com prata muitas bandas falharam. A visualizagdo com prata em
gel de poliacrilamida foi uma alternativa util ao método radioativo, mesmo que
algumas vezes a sensibilidade da coloragéo por prata tenha sido menor.

O método de coloragcdo com prata foi previamente aplicado para analise do
bandeamento padrdo de DNA (Bassam et al., 1991). A técnica de AFLP por
coloracao com prata apresenta a vantagem de recuperagdo menos laboriosa dos
fragmentos do gel poliacrilamida seco, através de uma simples re-hidratacao e
transferéncia direta para tubo de PCR. Os fragmentos recuperados servem para
posterior caracterizacdo por clonagem, sequenciamento e preparacdo de sondas
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(Cho et al., 1996; Chalhoub et al., 1997). Enquanto que no método radioativo, a
recuperacao de fragmentos é mais complexa, pois necessita de transferéncias do
gel de poliacrilamida para papel filtro e filme em auséncia de luz, sendo necessario
o realinhamento dos fragmentos para a excisdao (Bradeen and Simon, 1998;
Santos and Simon, 2002).

3.6. Associacao Fenotipo-marcador e Deteccao de QTL em Cana-de-acucar

A maioria das caracteristicas quantitativas herdaveis de importancia
econdmica resulta da agao conjunta de varios genes. Estas caracteristicas sao
denominadas poligénicas, quantitativas ou de herangca complexa, sendo poucas
informacbes existentes sobre o numero, posicado cromossémica, magnitude do
efeito e interagdes dos locos que controlam a expressao das mesmas. Estes locos
sdo denominados de QTL- Quantitative Trait Loci- locos controladores de
caracteristica quantitativa (Ferreira and Grattapaglia,1998).

Antes que a correlacdo entre um ou mais marcadores moleculares e locos
genéticos que controlam caracteristicas de interesse agronémico seja
estabelecida, a disponibilidade de uma bateria de marcadores moleculares, por si
sb, ja permite uma série de estudos importantes, dentro de um programa de
melhoramento, como citamos anteriormente, através da identificacdo e
discriminacdo de gendtipos, além da andlise da variabilidade genética (Ferreira
and Grattapaglia, 1998).

A capacidade de detectar um QTL € uma funcdo da magnitude do seu
efeito sobre a caracteristica, do tamanho da populacdo segregante avaliada, da
freqiéncia de recombinagéo entre o marcador e QTL, bem como da herdabilidade
da caracteristica (Ferreira and Grattapaglia, 1998). Evidentemente, quanto maior o
efeito, 0 tamanho da populacao, a herdabilidade e a proximidade do marcador ao
QTL, mais facil serd a detecgado. Fendtipos complexos sdo caracteres com baixa
herdabilidade, altamente influenciados pelo ambiente, ou de dificil avaliacdo
(Ferreira and Grattapaglia,1998; Guimaraes, 1999; Andrade, 2005).

A determinacao de ligacao genética entre marcadores e QTLs depende da
existéncia do desequilibrio de ligacao, que é definido como sendo qualquer desvio
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das freqUiéncias alélicas em relacao as freqiéncias esperadas sob independéncia,
indicando a existéncia de uma associacdo entre dois locos, que pode ser
detectada e estimada através de analises estatisticas adequadas (Yin et al,
2003).

As bases das deteccdes de QTLs sdao as analises estatisticas das
associacoes fenotipo — marcador, isto €, entre os marcadores e as caracteristicas
avaliadas (Yin et al., 2003), ficando a critério do pesquisador o estabelecimento do
nivel de significancia apropriado para a classificacdo da associacdao fenétipo —
marcador em possivel QTL.

A deteccdo e mapeamento de genes, associados a caracteres
quantitativos, tém sido realizadas em um expressivo nimero de culturas, usando-
se 0s mais diversos métodos, como a analise de marcas simples ou individuais
(Wu et al., 1992), com realiza¢des de analises da variancia e de regresséao linear e
0 mapeamento por intervalo (Lander and Botstein, 1989). Regressdes lineares
aplicadas para cada marcador em relacdo as caracteristicas quantitativas, com
resultados estatisticamente significativos, indicariam ligacbes genéticas (Lander
and Botstein, 1989). Se um determinado marcador de facil identificacao fenotipica
estiver fisicamente ligado a pequena distancia de um gene que controla um
carater de interesse agronémico, a selecdo deste marcador resulta na selecao

indireta do gene de interesse (Ferreira and Grattapaglia,1998).

A eficiéncia deste processo de selecao indireta, baseado na segregacao
conjunta do marcador e do gene, € uma funcdo da distancia entre os dois
expressa em probabilidade de recombinagcdo genética. Em geral, a maioria dos
caracteres de importancia econdmica, principalmente aqueles relacionados com

produtividade, possuem herancga quantitativa (Ferreira and Grattapaglia,1998).

A poliploidia ainda constitui um desafio para analises genéticas de
caracteristicas agrondmicas com o0 uso de marcadores moleculares em cana-de-
acucar, mais do que em outras culturas. Apesar do desenvolvimento de uma teoria
especifica para deteccao de QTLs em polipldides, que se baseia na construgcédo de

todas as possiveis configuracées cromossdmicas que podem resultar num gameta
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(Doerg and Craig, 2000), ainda ndo existem ferramentas disponiveis para uma
investigacao sistematica, principalmente quando ha grandes discrepancias de
marcadores entre cromossomos homologos; e quando 0 nimero de cromossomos
homdlogos é variavel com pareamentos irregulares, tais quais observados no
genoma da cana cultivada. A abordagem mais viavel continua sendo a
investigacdo de QTLs individualmente em cada cromossomo, levando em
consideracao a perspectiva de que marcadores em dose simples sao muito mais
uteis (Wu et al., 1992; Hoarau et al., 2002).

Apesar de algumas limitagdes do estudo de QTLs, mesmo com progénies
relativamente pequenas (Sills et al, 1995; Guimaraes, 1999), um numero
significativo de associagcdes entre marcadores e QTLs tem sido detectado (Ming et
al., 2001; Hoarau et al., 2001, 2002; Aitken et al., 2006). E importante lembrar que
um QTL pode na verdade ser constituido por varios genes que funcionam em
conjunto (Ferreira and Grattapaglia, 1998).

A genotipagem seletiva (“selective genotyping’) proposta por Lander and
Botstein (1989), cujo principio ja tinha sido descrito por Stuber et al. (1980),
baseia-se no fato de que uma diferenca significativa na frequéncia alélica nos
QTLs, nos extremos alto e baixo de uma distribuicao fenotipica, pode ser utilizada
para um teste de ligacado entre marcador e QTL.

A utilizacdo de marcadores moleculares em programas de introgressao via
retrocruzamento é talvez a aplicacdo mais concreta atualmente da tecnologia de
marcadores no melhoramento. Marcadores moleculares fortemente ligados aos
genes que se deseja introgredir sdo utilizados para monitorar a sua presenca nas
geracgdes de retrocruzamento (Ferreira and Grattapaglia, 1998; Andrade, 2005).

A selecéao assistida por marcadores (Marker Assisted Selection - MAS) se
torna possivel, se as caracteristicas de interesse estiverem sob o controle de
genes identificados ou dos loci de caracteres quantitativos detectados (Ribaut and
Hosington, 1998). O sucesso da MAS para o melhoramento de plantas advém da
identificacdo de ligacdo dos marcadores aos QTLs e de seus efeitos sobre o
carater (Barnes et al., 1997; Ferreira and Grattapaglia, 1998)
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Zhang et al. (2003) identificaram nove marcadores moleculares, sendo trés
do tipo SSR e seis do tipo RAPD ligados a dois QTLs de fibras no algodao
(Gossypium anomalum). Esses marcadores podem ser Uteis no aumento da
resisténcia da fibra em cultivares comerciais.

QTLs relacionados com estresse abidtico em cevada, organismo
hexapléide, gerados por marcadores AFLP, RFLP, SSR e SNP, foram
identificados por Rostoks et al. (2005). Deteccdo de QTLs também tem sido
realizada em organismos tetraploides como a batata, para verificar associacoes
com caracteristicas ligadas a resisténcia a doencas (Bradshaw et al., 1998).

Em 2006, D’Hont et al. construiram mapas genéticos em cana-de-agucar
que geraram 1.666 marcadores polimérficos, usando 37 combinagbes de
iniciadores de AFLP, 46 de SSRs e nove sondas de RFLP. Dois novos genes que
controlam caracteristicas mendelianas foram encontrados em um dos parentais:
um gene que controla a cor vermelha no caule estava ligado a 6,5 cM de um
marcador AFLP, e um gene de resisténcia a ferrugem estava ligado a 23 cM
também de um marcador AFLP.

Associagdes fenétipo-marcadores no trigo foram identificadas por Gupta et
al. (2006), ao analisar 14 caracteres de interesse agronémico (dentre eles nivel de
qualidade, resisténcia a estresse bibtico e abibtico) usando 20 pares de iniciadores
SSR, 8 AFLP e 2 SAMPL (Selective Amplifications of Microsatellite Polymorphic
Loci). Um total de 131 SSR, 43 SAMPL e 166 AFLP marcadores tiveram
associacao significativa com no minimo um carater, através das abordagens de
regressao linear e de mudltipla regressao. Associacdes de pouco mais de 50
marcadores AFLP também foram detectadas em algodao relacionadas com sete
caracteres agronémicos (Wu et al., 2007).

A metodologia de andlise de marca simples (Wu et al, 1992) para
polipléides € uma alternativa para simplificar o estudo das segregacdes de
multiplos alelos em diferentes dosagens, visto que a identificacdo dos genétipos
através dos fenotipos das bandas nao é possivel. Um marcador em dose simples
(simplex) corresponderia ao alelo em autopolipldides ou a um alelo em um loco

heterozigoto em um genoma dipléide. Sua segregacao seria equivalente a
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segregacao de um simplex ou de um alelo heterozigoto nos gametas: metade dos
quais iria conter o DNA para o fragmento e a outra metade ndao. Esses gametas
seriam visualizados na progénie de cruzamentos, envolvendo genitor portador do
fragmento com genitor ndo portador, segregando 1:1 (Wu et al., 1992).
Mapeamentos de marcadores em doses simples permitiram construir
mapas para cana-de-acucar (Ming et al., 2002). O primeiro mapa baseou-se em
88 F1 de uma progénie de S. spontaneum ‘SES 208 (2n = 64) e seu duplo
hapléide ADP068, com marcadores RAPDs (Al-Janabi et al., 1993). De 279
polimorfismos obtidos com 127 iniciadores, 208 (74,6%) locos simplexes
compuseram 42 grupos de ligagdo, os quais totalizaram 1500 cM, cobrindo 85,1%

do genoma previsto.

A realizacdo de andlises de variancia e/ou andlises de regressao linear,
juntamente com a andlise de marca simples, visando detectar uma associagéo
significativa entre um carater e um dado marcador, tem sido aplicada na deteccao
de QTLs em cana-de-acucar (Guimaraes, 1999; Ming et al., 2001, 2002; Hoarau et
al., 2002; Kido, 2003; Andrade, 2005), bem como estudos de QTL’s relacionados
com caracteristicas de producado (Hoarau et al., 2002) e acumulo de sacarose
(Silva and Bressiani, 2005).

O trabalho de Silva and Bressiani, em 2005, com clones elite de cana-de-
acucar (genitores ‘SP80-180" e SP80-4966’), apresentou um marcador RFLP,
dose simples, derivado de uma etiqueta de sequéncia expressa (EST) da
sacarose sintetase associado com contetudo de acgucar, eles classificaram essa
associacdo como um QTL putativo a nivel de 1%, sendo necessaria a validagao

desse QTL em outros cruzamentos.

Kido (2003) utilizou analises de marca simples para deteccdo de QTLs a
partir de marcadores AFLP obtidos para a progénie do Programa de
Melhoramento Genético da COPERSUCAR, advinda de genitores considerados
elites (‘'SP80-180’ e SP80-4966°). Detectaram-se marcadores em associacao com
caracteres de importancia agronémica — altura e didmetro de colmo, numero de

perfilhos, teor de Brix no caldo, POL% na cana (PCC), percentual de fibras e
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produtividade (TCH) em tonelagem de cana por hectare — avaliados em ensaios
de producao envolvendo os estadios de cana-planta e cana-soca, conduzidos em
dois anos consecutivos (2000/2001). Em relacdo ao percentual de fibras,
independente do ciclo avaliado, 14 associag¢des (fibra - marcador) significativas (p
< 0,005) foram consideradas QTLs. Para POL% na cana (PCC), foram
encontradas 17 associagdes significativas ao nivel estudado. Quanto ao carater
produtividade (TCH), 13 associacdes foram encontradas. Os QTLs mais confiaveis
sao aqueles que mostram uma expressao consistente em multiplos ambientes e
que, paralelamente, apresentem estabilidade entre os anos (Conner et al., 1998).

O prosseguimento desses estudos, a partir de dados de novos ensaios,
envolvendo a progénie acima e os marcadores obtidos, bem como outros novos
marcadores, possibilitard avaliar a estabilidade dos QTLs em ambientes diversos e
em diferentes anos, a partir da comparacdo de novas analises de QTLs com
aquelas realizadas pelo autor citado, permitindo identificar marcadores potencias

para uso futuro em selegao assistida.

3.7. Interacao QTLs x Ambientes

A interacao genétipo x ambiente ocorre quando dois ou mais genoétipos
apresentam desempenho diferenciado em ambientes distintos, o que é descrito
como sensibilidade genotipica diferencial aos ambientes (Falconer and Mackay,
1996). Com o aumento da disponibilidade de marcadores e a perspectiva do uso
das informacdes em programas de selecdo assistida, fez-se necessario a
verificacdo da presenca de interacbes QTL x ambiente, para varias culturas e
caracteres de interesse. Assim consideram-se como fatores relacionados ao
ambiente, locais de avaliacdo, anos agricolas, épocas de plantio num mesmo ano,
condi¢des contrastantes dentro do mesmo experimento (Rumin, 2005).

A presenca de interagao QTL x ambiente foi detectada pela inconsisténcia
na deteccao de QTLs em ambientes distintos, bem como pela variacdo de seus
efeitos. Num programa de melhoramento de plantas, busca-se selecionar

gendtipos com desempenho estavel em diversos ambientes. Estudos conduzidos
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em ambientes contrastantes para varios caracteres agrondmicos sugerem que
conjuntos diferenciados de alelos e, possivelmente, locos diferentes, sao
responsaveis pela expressdo dos mesmos em condigdes ambientais distintas.
Dessa forma, é extremamente desejavel num programa de selegcado assistida por
marcadores a identificacdo de QTLs consistentes ao longo dos ambientes
(Veldboom and Lee, 1996).

Uma maneira inovadora de identificar a interacdo QTL x ambiente e,
posteriormente, desenvolver variedades melhor adaptadas aos ambientes por
meio de selecao assistida por marcadores foi proposta por Steele et al. (2004).
Individuos oriundos de uma populacdo segregante de arroz foram avaliados em
varios ambientes distintos e, com o auxilio de agricultores, selecionados os
ecotipos ideais para cada regido, sem inferir a priori qual carater seria importante.
Posteriormente, foram identificados locos relacionados a caracteres importantes
para a estabilidade dos genétipos nos varios ambientes. Os autores sugerem que
as regidbes cromossOmicas identificadas por este processo sejam utilizadas na
producédo de variedades de segunda geracao, produzindo genoétipos ideais para
ambientes especificos.

A compreensdo da interagdo genétipo e ambiente € de suma importancia
para a tomada de decisdo sobre qual tipo de variedade é mais aplicavel para
determinado ambiente, influenciando assim seu melhor desempenho e

estabilidade.
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Abstract

Brazil is the biggest producer of sugarcane, one of the main biomass
sources. Ethanol obtained from sugarcane is a potentially global fuel, because it’s
capable of minimizing two worldwide problems: the scarcity of oil and the
greenhouse effect. The sugarcane breeding requires evaluations in many assays
(different years and locals). Molecular markers can help genetic programs like
these. AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphisms) is a multiplex technique,
useful for generation of a great number of markers from few primers combinations.
This work had as objective to detect phenotype-marker associations in elite clones
(progeny 234/96) from Brazilian sugarcane improvement program. AFLP markers
and three characters data [Fiber%Cane, PCC (POL%Cane) and TCH (tons of
sugarcane per hectare)] from eight assays, comprising two cycles of the culture
(plant cane and first ratoon cycle) in two localities (Piracicaba / SP and Jau / SP)
were analyzed. Significat phenotype-marker associations (p < 0.05) have been
observed and possible QTLs (quantitative trait loci) of positive or negative effect
were detected for each character individually. Same markers showed significant
phenotype-marker associations with more than one character. The DNA sequence
from one AFLP fragment was used for primer design. These primers amplified by
PCR with DNAs from 234/96 progeny three markers of negative effect when
associated with Fiber%Cane, one of them also associated with TCH (positive
effect). These markers are promising candidates for use in Marker Assisted
Selection, helping sugarcane breeding programs.

Keyword: sugarcane, Marker Assisted Selection, AFLP, QTL, Improvement

program.
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Introducao

A cana-de-agucar (Saccharum spp) é responsavel por cerca de 70% da
producdo mundial de agucar. Embora seja cultivada em mais de 120 paises
somente com este propdsito, no Brasil ela se destina também para a geracao de
etanol, combustivel potencialmente global, que faz do pais um dos principais a
adota-lo em larga escala, como alternativa a escassez de petroleo e reducao do
efeito estufa (Oliveira, 2003). O bom desempenho da cana, no cenario econémico
e social brasileiro, se deve ao relativo sucesso dos programas de melhoramento.
Contudo eles sao parcialmente dificultado pelo fato da cana-de-agucar moderna
ter um dos genomas mais complexos, com altos niveis de poliploidia e
aneupldidia, com cerca de 100-130 cromossomos (Grivet and Arruda, 2001).

No pais, um numero relativamente grande de gendtipos oriundos dos
programas de melhoramento locais ou de outras regides € avaliado
continuamente, visando verificar seu desempenho e viabilidade em plantios
comerciais. Dessa maneira, a indicagdo daqueles gendtipos mais adaptados a
cada microrregiao produtora tem possibilitado a utilizagdo de materiais superiores
em produtividade, sem desconsiderar outras importantes caracteristicas
agroindustriais (Melo et al., 2006)

A analise molecular via marcadores constitui uma ferramenta potencial para
uso em programas de melhoramento, a partir do desenvolvimento da chamada
Selecao Assistida por Marcadores (MAS — Lande and Thompson, 1990). Identificar
as associagdes de marcadores moleculares com caracteristicas quantitativas é
essencial para a selecao assistida por marcador em genética de plantas e em

programas de melhoramento. Entretanto, a poliploidia ainda é um desafio para
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marcadores em cana-de-acucar, mais do que em outras culturas, requerendo
métodos biométricos aperfeicoados para se extrair informacdées mais completas
dos estudos de loci de caracteristicas quantitativas QTLs - Quantitative Trait Loci
(Grivet and Arruda, 2001).

A deteccdo de QTLs em polipléides é dificultada pela possibilidade da
segregacao de varios alelos em um lécus, contudo um subconjunto de alelos
polimérficos que mostram segregacao em dose simples podem ser usados para
identificar QTLs (Wu et al.,, 1992). Eles tém sido utilizados na construcdo de
mapas genéticos em populagbes de cana-de-acucar (Al Janabi et al., 1993; da
Silva et al.,, 1993; Mudge et al., 1996; Ming et al., 1998; Hoarau et al., 2001;
Mclntyre et al., 2005; Garcia et al., 2006).

Os primeiros estudos sobre detec¢cdo de QTLs em cana-de-agucar foram
realizados por Sills et al. (1995) e Guimaraes et al. (1997), a partir de pequenas
populacées de mapeamento (44 e 100 individuos, respectivamente). Especial
contribuicdo foi dada por Ming et al. (2001), ao investigar a base genética
relacionada ao conteudo de acucar, peso da planta e floragdo, em cruzamentos
interespecificos de S. oficcinarum e S. spontaneum. Os QTLs detectados em
poucas regides gendmicas sugeriram poucos genes envolvidos no controle
genético dessas caracteristicas, necessitando de maiores estudos para
comprovacao. De modo analogo, um estudo dos componentes de produgao (peso
da planta, numero e didmetro do colmo, e Brix), na progénie de autofecundacao
do cultivar R570, revelou numerosos QTLs com pequenos efeitos individuais

(Hoarau et al., 2002), conforme esperado para caracteres de natureza quantitativa.
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No presente estudo, marcadores moleculares do tipo AFLP (polimorfismo
de comprimento de fragmento amplificado) foram submetidos a analises de
marcas simples visando a deteccao de associagdo com os caracteres teor de fibra
(Fibra%Cana), PCC (POL%Cana) e TCH (tonelagem de cana por hectare),
oriundos de oito diferentes ensaios, abordando os estadios de cana-planta e cana-
soca avaliados principalmente em Piracicaba, SP, mas também em Jau, SP.
Marcadores promissores foram identificados, além da proposicao de um par de
iniciadores, obtido a partir de marcadores AFLPs, para amplificacdo via PCR de
fragmentos especificos, visando uso futuro em selecéo assistida.

Material e Métodos
Progénies em estudo e Ensaios de Producao

A progénie 234/96, formada por clones elite do Programa de Melhoramento
Genético do Centro de Tecnologia Canavieira (Piracicaba, SP), oriunda dos
genitores ‘SP80-180 e SP80-4966’, foi objeto de estudo deste trabalho. Cerca de
100 individuos haviam sido previamente genotipados com marcadores RFLP
(Meza, 2002), AFLP (Kido, 2003) e SSR (Souza, 2003). Essa progénie e
respectivos genitores dispunham de dados relativos aos caracteres PCC
(POL%Cana), fibra (Fibra%Cana) e TCH (tonelagem de cana por hectare) obtidos
de oito ensaios de producgao (envolvendo os ciclos de cana-planta e cana-soca),
realizados durante os anos de 2000 — 2005, seis dos quais conduzidos em
Piracicaba (SP) e dois em Jau (SP). Estudo preliminar foi realizado com a
progénie 187/97, oriunda dos genitores ‘SP85-7215 e SP80-144’, que dispunha de
dois ensaios (cana-planta e cana-soca) referentes ao plantio de 2002, em

Piracicaba / SP. Os ensaios de campo foram conduzidos em blocos ao acaso

55



Diniz, M.C. Associacao de marcadores (AFLP) com caracteres de interesse agronémico em cana-de-agcucar

com presenca de tratamentos comuns e analisados conjuntamente, conforme
procedimentos empregados pelo corpo técnico do CTC.
Extracao de DNA

DNA da progénie 234/96 usada por Kido (2003) estava disponivel. A
extracdo de DNA foi feita para 30 individuos da progénie 187/97, a partir do
palmito de cana-de-acucar, de acordo com Al Janabi (1999), sendo as amostras
trituradas em nitrogénio liquido. A concentracdo de DNA foi estimada em
fluorometro DyNA Quant 2000 - Hoefer e padronizada em 25 ng. pL™".
Ensaios com AFLP

DNAs (em torno de 250 ng), de cerca de 35 individuos, da progénie 234/96
foram submetidos as preparacdées de AFLP, conforme manual do kit AFLP
‘Analysis System I (Invitrogen). Nas reagbes de PCR seletiva foram usados 11
pares de iniciadores Eco/Mse, conforme Kido (2003). A ciclagem realizada em
termociclador Biometra®, com 1 ciclo de 94°C por 1 min, 65°C por 1 min, 72°C por
1 min e 30 seg; 13 ciclos comecando com temperatura de anelamento de 65°C,
depois caindo 0,7°C em todo ciclo subsequlente; por fim, 27 ciclos de 94°C por 1
min, 56°C por 1 min e 72°C a 1 min.
Eletroforese e Visualizacao dos Fragmentos

Os produtos de PCR foram desnaturados em tampao formamida e
submetidos a eletroforese vertical em gel de poliacrilamida 7% (p/v), em condi¢cao
desnaturante (uréia 7 M), em tampao 1X Tris-Borato-EDTA (TBE). Foi feita uma
pré-corrida de 30 min a 50 W. Aliquota de 5 pL de produto de PCR foi carregada
no gel, seguindo-se de corrida de 1h e 45 min a 55 W. Foi utilizado marcador de

50 pb (Invitrogen) durante as corridas. O gel foi corado de acordo com adaptagdes
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de Beidler et al. (1982): o gel foi imerso na solugao fixadora (10% etanol; 1% acido
acético glacial) com agitagdo por 10 min; pré-tratamento (1% acido nitrico) por 5
min; impregnacao (0,2% de AgNO3;) por 20 min; a revelacdo (3% de NaCOs;, com
adicdo de 540 uL de formaldeido) deu-se até o aparecimento completo das
bandas; blogueio da reacao (5% &acido acético glacial) por 10 min. Entre cada
etapa, lavou-se o gel por 1 min com agua destilada. A foto-documentacao do gel
foi feita ap6s a secagem e digitalizacao da imagem.
Desenvolvimento de marcadores derivados de iniciadores especificos
Bandas promissoras foram retiradas do gel seco, com laminas de bisturi, e
eluidas overnight a 4°C em tampao TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA pH 8). 5 pL
do eluido foi re-amplificado com os iniciadores originais e os produtos de PCR
foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida 16% (p/v). A banda alvo
foi excisada do gel e colocada em tubo de 1,5 mL, com 125 pL de LoTE ( 3 mM
Tris-HCI, 0,2 mM EDTA pH 7,5) e 25 pyL de acetato de aménio 7,5 M, sendo
incubada por 12 horas a 4°C e, depois por 65°C / 45 min. ApOs passagem pela
coluna S.N.A.P® (Invitrogen), foram adicionados & solugdo 67 uL de acetato de
amoénio, 1,5 pL de glicogénio e 500 pL de etanol absoluto para precipitacdo do
DNA, seguindo-se de incubacao (1 hora a -80°C) e centrifugacao. Os fragmentos
precipitados foram lavados com etanol 70% e ressuspensos em 20 uL de TE. A
concentracao do produto de PCR para a reagao de seqlenciamento foi baseada
no tamanho do fragmento em pb, sendo que para um fragmento de 100 pb usou-
se 1 ng.uL™". A reacéo foi composta de produto de PCR, 0,5 pL de iniciador Eco+3
da reacéo inicial, 1 uL de Big Dye Terminator Cycle Sequencing®, 2 uL de Tampao

5X, em volume final de 10 pL. A ciclagem e a purificacdo da reacado deu-se
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conforme Figueiredo et al. (2003). As amostras foram submetidas ao sequenciador
automatico modelo ABI 3100 da Applied Biosystems. Sequiéncias analisadas
foram utilizadas para desenho de iniciadores com o programa Primer 3
(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi) e os iniciadores testados
em reacboes de PCR com DNAs de 60 amostras da progénie 234/96 e de 30 da
progénie 187/97. Foram utilizados 25 ng de DNA, 1,5 mM MgCl,, 200 uM dNTPs,
2,5 uL de Buffer 10X, 0,3 pM de cada iniciador e 0,5 U Taq DNA Polimerase. A
termociclagem utilizada foi 94 °C - 2min; seguido de 35 ciclos de 94°C - 1min; 50°C
- 1min; 72°C - 1min; e uma extensao final de 72°C por 5 min.
Verificacao do tipo de dose dos marcadores

Marcadores polimérficos entre os genitores foram classificados, de acordo
com Kido (2003), em “a” [(quando presentes nos genitores ‘SP80-180’ (progénie
234/96) ou ‘SP80-144’ (progénie 187/97) e ausentes nos outros genitores)] ou “b”
[(quando presentes nos genitores ‘SP80-4966’ (progénie 234/96) ou ‘SP85-7215’
(progénie 187/97) e ausente nos demais)]. Marcadores presentes em ambos
genitores de cada progénie (‘SP80-180’ e ‘SP80-4966’; ‘'SP80-144’ e ‘SP85-7215’)
foram classificados em “c”. Marcadores em doses simples do tipo “a” e “b” devem
segregar na progénie na razao 1:1 e aqueles do tipo “c”, na razao 3:1. Para
marcadores em dose multiplas ndo ha segregacdo esperada. A distincdo de
marcadores em dose simples ou muiltipla foi feita aplicando-se o teste X%, p <0,05;
GL=1 (Kido, 2003; Mclintyre et al., 2005).
Deteccao da associacao fenétipo-marcador e classificacao em QTL / QTLp

Digitos binarios foram atribuidos a presenca (1) ou auséncia (0) de bandas

no gel para a realizacao das analises estatisticas (Ver anexos). Andlises de marca
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simples (ANAVA e analise de regresséo linear) realizaram-se conforme Hoarau et
al. (2001) e Kido (2003). Analises de variancia permitiram testar os efeitos entre as
médias das classes de portadores e ndo portadores de banda para um carater, e
as analises de regressao linear para estimar a contribuicdo do marcador na
variancia fenétipica total (R?). As analises foram feitas com o auxilio do programa
‘STATISTICA’ (Statsoft,1999). Diferencas significativas indicariam existéncia de ao
menos um alelo (para presenca de banda) em associacdo a um loco controlador
de carater quantitativo (QTL). Os niveis de significAncia seguiram aqueles
adotados por Kido (2003): associacao significativa a partir de p < 0,05, mas
classificando como QTL a partir de p < 0,005 (Guimaraes, 1999; Horau et al.,
2002) e QTLp (presumivel) quando p < 0,01 (Ming et al., 2001, 2002). A condicao
presumivel aqui se refere a necessidade de confirmacao em estudos adicionais.
Resultados
Marcadores AFLP gerados e associacao fenétipo-marcador

660 marcadores foram obtidos com a amplificacdo pelos 11 pares de
iniciadores AFLP nos individuos da progénie 234/96. Em média foram
amplificados em torno de 60 fragmentos por par de iniciadores (Figura 1). Dos
660 marcadores, 91 (14%) segregaram nesta amostra da progénie, dos quais, 39
estiveram relacionados com as 123 associagdes detectaveis (p < 0,05) com no
minimo um carater, mas somente 22 foram relacionados com as 41 associacoes
consideradas QTL ou QTLp. Desses 22 marcadores, 13 (11 em dose simples e
dois em dose multipla) tiveram associacdes detectadas em um maior numero de

ensaios (Tabela 1,2,3).
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Marcadores AFLP associados com Fibra

De acordo com a Tabela 1, o marcador simplex ACGCAA12c, de efeito
negativo e presente nos genitores SP80-180 e SP80-4966, foi detectado em
associacao com Fibra%Cana em sete dos oito ensaios (87% de deteccao), sendo
declarado ao menos QTLp em 57% das situacdes detectadas (trés QTLp e um
QTL). Os marcadores simplexes AACCAT61c, de efeito negativo presente nos
genitores acima, e AGGCAG25b, de efeito positivo (média de 0,9%) presente
somente no genitor SP80-4966, foram detectados, separadamente, em seis dos
oito ensaios (75%), sendo que das seis associacdes detectadas, trés (50%) foram
consideradas QTLp. O segundo marcador foi declarado ao menos QTLp somente
em uma das seis deteccoes (17%). Ja o marcador multiplex de efeito negativo
ACTCAC25¢ foi detectado em cinco dos oito ensaios (62%), mas em nenhuma
das ocasides foi considerado QTL ou QTLp. O Unico marcador de efeito positivo
para Fibra%Cana, com deteccao frequente (seis dos oito ensaios: 75%), simplex
AGGCAG25b (presente no genitor SP80-4966), somente em uma das detecgdes
foi considerado ao menos QTLp (17%). A contribuicdo individual desses
marcadores na variancia fenotipica total para o carater foi de 8 a 21% (Tabela1).
Marcadores AFLP associados com PCC

O marcador simplex de efeito positivo AAGCTC10c (presente em ambos os
genitores) foi detectado em todos os oito ensaios (100% de deteccéo; Tabela 2) e
em 62% das associac¢des detectadas, estas foram consideradas ao menos QTLp
(quatro QTLs e um QTLp). Ainda de acordo com a Tabela 2, o marcador simplex
de efeito negativo ACCCAG16b foi detectado em associagcdo em cinco ensaios

(62%), sendo QTL em quatro deles (80% das associacoes detectadas). A
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contribuicao individual desses marcadores na variancia fenotipica total para o
carater foi de 13 a 46% (Tabela 2). Dois outros marcadores foram detectados em
no maximo trés ensaios, e cinco outros em somente um (dados ndo mostrados).
Marcadores AFLP associados com TCH

O marcador AGGCAG40b (Tabela 3) foi detectado em seis dos oito ensaios
(75% de deteccao nos ensaios), com efeito positivo em todos eles, sendo que em
trés ensaios ele foi classificado como QTL, e em dois como QTLp (3+2=5de 6 =
83%). O marcador ACTCAC20c, por sua vez, foi associado a quatro ensaios (4 de
8 = 50%), sendo o ensaio de 2005 em Piracicaba, considerado QTL presumivel (1
em 4 = 25%). Outros trés marcadores (multiplex ACACAC59c, de efeito negativo;
simplex ACTCAC18a, também de efeito negativo, e simplex AGCCAG23b, de
efeito negativo) foram detectados em no maximo trés dos oito ensaios (37%;
dados ndo mostrados). A contribuicao individual desses marcadores na variancia
fenotipica total para o carater variou de 9 a 26% (Tabela 3).
Marcadores AFLP associados com mais de um carater

13 marcadores tiveram 48 associacdes detectadas (dados ndo mostrados),
apresentando associacoes fenétipo-marcador para mais de um carater. Para trés
marcadores simplexes, 16 associa¢des foram detectadas para os trés caracteres.
Os marcadores mais comumente detectados foram: ACTCAC20c - seis
associacoes [duas para PCC (efeito positivo) e quatro para TCH (efeito negativo;
um QTLp)]; ACGCAA48a — cinco associacdes [quatro para fibra (efeito negativo) e
uma para TCH (efeito negativo)]; AACCAT41b — cinco associagdes [trés para TCH
(efeito negativo) e duas para fibra (efeito negativo)]; AGGCAG40b — oito

associacoes [ seis para TCH (efeito positivo) e duas para PCC (efeito negativo)].
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Marcadores derivados de iniciador especifico em associacao

Marcadores moleculares (Figura 2) foram obtidos de iniciadores
desenhados a partir do sequienciamento da banda AFLP ACCCAG31 (500 pb)
(dado nao mostrado), associada previamente com Fibra%Cana por kido (2003).
Os iniciadores desenhados (M31F: 5’CGGGCCGCGATAGTAATTC3 e M31R:
5TCGGGTATTAGCCCTTTGTG3’) amplificaram de 5 a 24 amplicons, dos quais
quatro mostraram-se polimérficos em 60 individuos da progénie 234/96. Desses,
trés (M31.Cc, M31.Da e M31.Ec; Tabela 4) foram associados significativamente (p
< 0,05) com ao menos um dos caracteres. O marcador M31.Cc, de efeito negativo
para Fibra%Cana, foi detectado em cinco dos oito ensaios (62%), enquanto o
marcador M31.Da, aparentemente ausente no genitor SP80-4966, também de
efeito negativo para Fibra%Cana, foi detectado em seis ensaios (75%), mas
considerado QTLp somente no ensaio de cana-planta em Jau, 2004 (17% das
associagcbes detectadas). Este mesmo marcador apresentou associagbes
detectaveis para TCH, também em seis ocasides (75%), trés das quais
consideradas QTL, de efeito negativo (50% das associacdes detectadas). O outro
marcador gerado com o mesmo par de iniciadores, M31.Ec foi detectado em seis
ocasides (75%) também para o carater fibra, de efeito negativo, duas das quais
consideradas ao menos QTLp (33% das associagbes detectadas). O mesmo
marcador foi detectado em associacdo em duas outras ocasides e com diferentes
caracteres: PCC, efeito positivo (ensaio de 2004, cana-planta, em Jau) e TCH,
efeito negativo, (ensaio de 2005, cana-soca, em Jau). A avaliacdo preliminar da

progénie 187/97 mostrou que o par de iniciador M31, amplificou apenas um
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marcador (M31.Eb) com uma associacao detectada (p < 0,05) com Fibra%Cana
(ensaio de 2003; dados nao mostrados), também de efeito negativo.
Discussao

A genotipagem dos hibridos com onze combinac¢des de iniciadores AFLP
gerou em média 60 fragmentos por combinacdo, diferentemente dos 125
reportados por Hoarau et al. (2001); e dos 111 relatados por de Lima et al. (2002)
e dos 109 amplificados por Kido (2003), tal fato deve-se provavelmente ao método
empregado, ja que esses autores utilizaram metodologia radioativa, mais sensivel
(Briard et al., 2000) que a adotada neste trabalho.

Em contrapartida, a existéncia de bons dados oriundos da experimentacéo
(oito ensaios de campo para uma mesma populacéo) constitui ponto positivo, um
grande salto foi dado em relacédo aos estudos de Kido (2003) que utilizou apenas
dois ensaios (2000/2001), além disso trabalhos recentes para cana-de-agucar
utilizaram dois e trés ensaios (Mclintyre et al, 2005; Aitken et al., 2006). Os
coeficientes de variacao (CV), menores que 14% (Ver anexos), estimados em
todos os ensaios utilizados nesse trabalho indicaram bom controle experimental,
permitindo que as diferencas entre os hibridos fossem detectadas nos estadios de
cana-planta e cana-soca. Além disso, as interagdes entre padrbes e ensaios para
os trés caracteres nao foram significativas (p < 0,05), possibilitando que as médias
de hibridos dos diferentes experimentos fossem ajustadas e comparadas (dados
nao mostrados).

De acordo com Al Janabi et al. (2007), embora a detecgdo de QTLs em
polipléides seja complicada pela possibilidade da segregacao de varios alelos em

um locus, um subconjunto de alelos polimérficos que mostram segregagao simplex
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podem ser usados para identificar QTLs. Esses autores geraram 666 marcadores
(500 AFLPs e 166 SSRs), sendo que marcadores simplex e multiplex foram
usados para identificacdo de QTL relacionado a resisténcia a mancha amarela em
cana-de-acucar.

No presente estudo, para o carater fibra, os marcadores simplexes mais
promissores foram ACGCAA12c, AACCAT61c e ACTCAC25c, todos de efeito
negativo, isto é, os portadores da banda diminuiriam, em média, o percentual de
fibora quando comparados com os nao portadores da banda. De acordo com Ming
et al. (2002), o conteudo de fibras afeta tanto a producédo de acucar quanto a
eficiéncia de moagem, possuindo uma correlacdo negativa com o conteudo de
acucar, o que tornaria esses marcadores de efeitos negativos mais favoraveis
para o melhoramento, pois possibilitaria maior acimulo de agucares. O baixo
conteudo em fibras estaria também relacionado com a diminuicdo do bagaco
gerado, todavia o alto conteudo em fibras reduziria 0 suco extraido da cana. Dos
trés marcadores, dois deles presentes em ambos 0s genitores da progénie 234/96,
ACGCAA12c e AACCAT®61c, foram associados com Fibra%Cana em mais que
75% dos ensaios sendo quase 50% das vezes em que a associagao foi detectada,
elas puderam ser classificadas como ao menos QTLp. A contribuicdo média
individual desses marcadores na variancia fenotipica total estimada para o carater
ficou entre 15-16%. As contribuigdes individuais dos QTLs em associagdo com
fibra, estudados por Ming et al. (2002), variaram de 6 a 13%; e de 4 a 14% no
estudo de Kido (2003) com a progénie 234/96.

Uma diferenga entre os marcadores ACGCAA12c e AACCAT61c parece ser

o fato do provavel QTL referente ao primeiro marcador ser detectado tanto em
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cana-planta quanto em cana-soca, ao passo que o0 segundo marcador seria mais
especifico para cana-soca (Tabela 1). A instabilidade entre ciclos, também
observada por Hoarau et al. (2002) pode ser resultado do poder estatistico do
método de deteccdo empregado (Conner et al.,, 1998) ou mesmo da interacdo QTL
x ambiente em nivel molecular (Garcia et al., 2000), visto que interagdes gendtipo
e ambiente que s&o rotineiramente encontradas em experimentos de
melhoramento nao foram observadas aqui, com as diferentes caracteristicas.
Interacbes desse tipo ndo devem ser consideradas problemas exclusivos da
selecdo auxiliada por marcadores, mas devem ser vistas sob qualquer forma de
selecao artificial.

Por sua vez, QTLs de efeitos positivos para teor de fibra, como aquele
associado ao marcador multiplex AGGCAG25b (Tabela 1), de média ao redor de
1%, poderiam ser interessantes para evitar rachaduras no colmo e na geragao de
bagaco, subproduto importante para a geragao de energia.

Espera-se que efeitos de genes controladores de processos fisiolégicos,
tais como acumulo de sacarose (POL%Cana - PCC), sejam altamente
dependentes do contexto interativo de mecanismos gendtipicos e fisioldgicos
(Peccoud et al., 2004). Para o carater PCC, o marcador mais promissor foi
AAGCTC10c, detectado nos dois estadios e em ambos os genitores, tendo
apresentado efeito positivo meédio de 1,3%. Esse marcador teve 100% de
associacao detectada (p < 0.05) e em 53% das vezes foi considerado ao menos
QTLp (p < 0,01). Outro marcador (ACCCAG16b) também detectado nos dois
estadios, mas que deveria ser excluido dos genomas pelo seu efeito negativo

médio de 1,3%, foi observado somente no genitor SP80-4966. Os dois
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marcadores foram responsaveis, individualmente, por cerca de 30% da variancia
fenotipica observada para o carater (Tabela 2). As contribuicées individuais dos
QTLs em associagdao com PCC, estudados por Ming et al. (2002), variaram de 4,1
a 15,4%; e de 4 a 22% nos estudos de Kido (2003), enquanto que nesse estudo a
variacao ocorreu de 13 a 46%, essa diferenca deve-se provavelmente ao tamanho
da amostra analisada.

A auséncia de segregacao de QTLs com grandes efeitos para PCC em
parentais elite ndo é uma surpresa, uma vez que alelos com grandes efeitos
aditivos positivos ou negativos, se presentes em todos os clones ancestrais,
devem ser logo acumulados em altas doses (efeito positivo), ou eliminados do
cruzamento (efeito negativo) (Aitken et al., 2006). Contudo, se o numero de QTLs
segregantes com pequenos ou moderados efeitos aditivos ainda continuar nos
parentais elite, conforme sugestao do estudo de Aitken et al. (2006), entdo a
producéo e selecdo deve resultar em incrementos no ganho genético até que os
alelos mais favoraveis de cada locus sejam fixados. Nos estudos realizados por
Ming et al. (2001, 2002), conteudo em acucar foi correlacionado positivamente
com POL. A descoberta de QTLs nas mesmas regibes gendmicas de S.
officinarum (‘Green German’ ou ‘Muntok Java’) que aumenta o conteldo em
acucar, e de S. spontaneum (‘IND 81-146’ ou ‘PIN 84-1’) que diminui, demonstra a
importancia dessas regides no controle da caracteristica. Hoarau et al. (2002), em
uma progénie de autofecundacao do cultivar R570, a partir de marcadores AFLPs,
estudaram o carater Brix, em dois ciclos da cana-de-acucar. Para Brix
(caracteristica relacionada com conteudo de agucar), eles detectaram trés QTLs (p

< 0,005) em dose simples e um em dose multipla, que explicaram 9% da variancia
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observada para o carater, no primeiro ciclo (cana-planta). Para cana-soca, eles
reportaram oito QTLs em dose simples e um em dose multipla, que responderam
por 26% da variancia, enquanto que as variagdes individuais foram de 3 a 5%.

Em relacdo ao carater TCH, aqueles mais consistentes, de efeito negativo
(dois simplexes e um multiplex), somente foram detectados em 38% dos ensaios,
e na maioria das vezes nao foram declarados nem ao menos QTLp (Tabela 3)
Excecao foi verificada para os marcadores AGGCAG40b e M31.Da (Tabela 3 e 4)
que foram associados com um maior numero de ensaios para TCH, contudo
também foram associados com outros caracteres. A contribuicdo fenotipica
individual dos marcadores associados a TCH foi maior do que a observada por
Kido (2003) para o0 mesmo carater.

Um estudo realizado por Mcintyre et al. (2005) para investigar regioes
gendmicas incorporadas em cultivares australianos a partir de parentais selvagens
da cana australiana, utilizou marcadores AFLPs e SSRs, detectando apenas um
marcador de efeito negativo, pertencente a um grupo de ligacdo, associado a
TCH.

A andlise conjunta dos dados referentes aos trés caracteres avaliados
mostrou que alguns marcadores apresentaram associacdes significativas com
mais de um carater. Ao total, 13 marcadores estiveram em associacao 48 vezes
(dados nao mostrados). Comumente sdo identificados QTLs que afetam
simultaneamente a expressao de diferentes caracteristicas. Provavelmente porque
as variaveis medidas sao, na verdade, expressdes diferenciais da mesma

caracteristica; ou devido a efeitos pleiotropicos reais; ou mesmo porque ha
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presenca de QTLs independentes em acado, porém adjacentes de forma que a
resolucao individual seja impossivel (Ferreira and Grattapaglia, 1998).

VariagOes das caracteristicas quantitativas sdo afetadas por muitos /loci, e
cada gene substituto pode ter efeitos em muitas caracteristicas. Uma vez que a
producao de acucar e seus caracteres relacionados (POL, conteudo em acucar,
namero e peso do colmo), sdo estreitamente vinculados, tanto positivamente
quanto negativamente, os efeitos pleiotrépicos de um QTL sobre as caracteristicas
relacionadas sao freqlentemente observados. Caso os efeitos ndo sejam
suficientemente grandes para alcancar significancia, as influéncias desses QTLs
nos variados caracteres podem ser refletidas pelo conjunto dos QTLs atuando na
mesma regiao genémica (Ming et al., 2002).

Outro marcador, M31.Da, teve associagao fenétipo-marcador detectada em
75% dos ensaios tanto para Fibra%Cana quanto para TCH, sendo que em 50%
das deteccdes para TCH essa foi classificada como QTL (p < 0,005). De maneira
analoga, o melhoramento de multiplas caracteristicas simultaneamente implica
problemas que freqliientemente levam ao sacrificio do ganho genético esperado
em uma caracteristica em favor de outra (Ferreira and Grattapaglia, 1998).

O par de iniciadores desenhado a partir de uma banda de mesma
mobilidade eletroforética da banda ACCCAG31, previamente associada com o
carater Fibra%Cana (Kido, 2003) reduziu significativamente o numero de
amplicons gerados. Trés marcadores amplificados (M31.Cc, M31.Da e M31.Ec)
mostraram possuir associagdes fendtipo-marcador significativas (p < 0.05). Esses
marcadores poderiam ser utilizados em conjunto de modo mais eficiente do que

separadamente, visando auxiliar o melhoramento genético da cana-de-acucar.
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Confirmagbes a partir de diferentes variedades aumentariam a confiabilidade da
existéncia do QTL, sugerindo que os marcadores de DNA ligados ao QTL
pudessem ser usados com outros germoplasmas (Ming et al., 2001). A avaliagdo
preliminar do comportamento desses marcadores, derivados dos iniciadores
especificos M31, numa segunda populagao (187/97), com dois ensaios de campo
disponiveis, mostrou que apenas o marcador M31.Ec continuou a demonstrar
associacao, de efeito negativo, com o carater fibra em um dos ensaios (dados nao
mostrados), necessitando de maiores estudos.

A selecao assistida quando comparada com a selecao puramente fenotipica
mostra que o custo e a duragdo de um ciclo de selecao utilizando as associacoes
fenotipo-marcador sdo muito reduzidos (Hospital et al.,, 1997). Os dados advindos
deste trabalho indicaram marcadores AFLP promissores associados com
caracteres de interesse agronémico em cana-de-acucar. Somando-se a isso, 0
uso da combinagdo de iniciador proposta, que também revelou marcadores
interessantes em associacao, apresentando a vantagem de ser mais simples e

mais barato, pode tornar-se viavel para aplicacado futura em selecéo assistida.
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TABELAS

Tabela 1. Marcadores AFLP (Progénie 234/96) com associagao significativa (ANAVA, p < 0,05)
com Fibra, em diferentes anos, tipo de dose (D), niveis de significancia (p), coeficientes de

2

determinagéo (R"), e efeitos (%).

Marcador D  Ano/Local Ciclo F p R Efeito QTL
ACGCAA12c S 2000-Piracicaba Planta 8,03 0,008016 0,18 -1,74 QTLp
2001-Piracicaba Soca 6,38 0,016856 0,14 -1,59 *
2003-Piracicaba Planta 8,42 0,006773 0,19 -1,83 QTLp
2004-Piracicaba Soca 5,29 0,028339 0,12 -1,03 *
2004-Piracicaba Planta 5,89 0,02124 0,13 -1,36 *
2005-Jau Soca 6,86 0,013527 0,15 -1,45 QTLp
2005-Piracicaba Soca 9,61 0,004095 0,21 -1,75 QTL
AACCAT61c S 2000-Piracicaba Planta 4,87 0,035037 0,11 -2,29 *
2001-Piracicaba Soca 7,64 0,009663 0,18 -2,80 QTLp
2003-Piracicaba Planta 6,15 0,019015 0,14 -2,58 *
2004-Piracicaba Soca 6,75 0,014399 0,16 -1,85 QTLp
2004-Jau Planta 5,13 0,030842 0,12 -2,02 *
2005-Piracicaba Soca 7,31 0,011181 0,17 -2,56 QTLp
ACTCAC25¢ M 2000-Piracicaba Planta 6,19 0,01934 0,16 -1,68 *
2001-Piracicaba Soca 6,29 0,018452 0,16 -1,69 *
2003-Piracicaba Planta 4,71 0,038956 0,12 -1,51 *
2004-Piracicaba Soca 5,44 0,027446 0,14 -1,08 *
2005-Piracicaba Soca 4,49 0,04333 0,11 -1,32 *
AGGCAG25b S 2000-Piracicaba Planta 454 0,039945 0,09 0,88 *
2001-Piracicaba Soca 7,14 0,01126 0,14 1,13 QTLp
2004-Piracicaba Soca 5,28 0,027485 0,10 0,74 *
2004-Jau Planta 4,28 0,045784 0,08 0,73 *
2004-Piracicaba Planta 5,09 0,030181 0,10 0,74 *
2005-Piracicaba Soca 5,69 0,022409 0,11 0,92 *

D - Dose (S-simples; M-mudltipla)
Efeito: Diferenga entre grupos portadores e ndo portadores do marcador

QTLp: QTL presumivel

F e p — niveis de significancia
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Tabela 2. Marcadores AFLP (Progénie 234/96) com associagao significativa (ANAVA, p < 0,05)
com PCC, em diferentes anos, tipo de dose (D), niveis de significAncia (p), coeficientes de
determinacao (R, e efeitos (%).

Marcador D Ano/Local Ciclo F p R Efeito QTL
AAGCTC10c S 2000-Piracicaba Planta 17,76 0,00047 0,46 1,78 QTL
2001-Piracicaba Soca 14,13  0,001328 0,4 1,52 QTL
2003-Piracicaba Planta 5,7 0,027476 0,19 1,27 *
2004-Piracicaba Soca 11,12  0,003485 0,34 1,21 QTL
2004-Jau Planta 8,85 0,00778 0,28 1,04 QTLp
2004-Piracicaba Planta 12,35 0,002317 0,36 1,62 QTL
2005-Jau Soca 4,74 0,042219 0,16 1 *
2005-Piracicaba Soca 5,97 0,024458 0,2 0,94 *
ACCCAG16b S 2000-Piracicaba Planta 10,18  0,003932 0,27 -1,41 QTL
2001-Piracicaba Soca 10,46  0,003531 0,27 -1,41 QTL
2003-Piracicaba Planta 21,72  0,000098 0,45 -1,25 QTL
2004-Piracicaba Soca 13,1 0,001369 0,33 -1,3 QTL
2005-Jau Soca 4,81 0,03823 0,13 -1,04 *

D - Dose (S-simples; M-mudiltipla)

Efeito: Diferenca entre grupos portadores e nao portadores do marcador

QTLp: QTL presumivel
F e p — niveis de significancia
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Tabela 3. Marcadores AFLP (Progénie 234/96), derivados de diferentes iniciadores, com
associacao significativa (ANAVA, p < 0,05) com TCH, em diferentes anos, tipo de dose (D), com
seus niveis de significancia (p), coeficientes de determinagéo (R®), e efeitos (t.ha™).

Marcador D Ano/Local Ciclo F p R Efeito QTL

AGGCAG40b S 2003-Piracicaba Planta 14 0,000642 0,26 15,65 QTL

2004-Piracicaba Soca 8,4 0,00623 0,17 15,95 QTLp
2004-Jau Planta 4,6 0,039711 0,09 9,12 *
2004-Piracicaba Planta 13,1 0,000885 0,25 15,78 QTL
2005-Jad Soca 9,9 0,003251 0,19 13,48 QTL
2005-Piracicaba Soca 6,5 0,015277 0,13 13,09 QTLp
ACTCAC20c S 2000-Piracicaba Planta 6,26 0,018742 0,16 -19,92 *
2004-Piracicaba Soca 6,38 0,0177 0,16 -16,33 *
2005-Jau Soca 5,12  0,031959 0,13 -11,49 *
2005-Piracicaba Soca 6,94 0,013803 0,17 -16,31 QTLp

D - Dose (S-simples; M-mudltipla)

Efeito: Diferenca entre grupos portadores e nao portadores do marcador
QTLp: QTL presumivel

F e p — niveis de significancia
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Tabela 4. Marcadores PCR especificos (Progénie 234/96), com associagao significativa (ANAVA, p
< 0,05) com os caracteres, em diferentes anos, tipo de dose (D), com seus niveis de significancia
(p), coeficientes de determinagéo (R®), e efeitos [ Fibra e PCC em % e TCH em t.ha™).

Marcador D Carater/Ano/Local  Ciclo F p R Efeito QTL
M31.Cc S FIBRA2003-Pira Planta 549  0,022662 0,07 -0,88 *
FIBRA2004-Jau Planta 4,17  0,045676 0,05 -0,68 *
FIBRA2004-Pira Planta 4,24  0,043942 0,05 -0,63 *
FIBRA2005-Jau Soca 599 0,017532 0,08 -0,77 *
FIBRA2005-Pira Soca 4,2 0,045 0,05 -0,75 *
M31.Da S FIBRA2000-Pira Planta 4,83 0,032076 0,06 -0,81 *
FIBRA2003-Pira Planta 4,83 0,032036 0,06 -0,82 *
FIBRA2004-Pira Soca 4,43 0,039636 0,06 -0,63 *
FIBRA2004-Pira Planta 5,03 0,028745 0,07 -0,68 *
FIBRA2004-Jau Planta 6,65 0,012504 0,09 -0,83 QTLp
FIBRA2005-Pira Soca 5,42 0,023516 0,07 -0,84 *
TCH2001-Pira Soca 4,2 0,045025 0,05 -14,22 *
TCH2003-Pira Planta 535 0,024346 0,07 -7,55 *
TCH2004-Pira Soca 526  0,025495 0,07 -9,56 *
TCH2004-Pira Planta 14,07 0,000413 0,18 -11,17 QTL
TCH2005-Jau Soca 9,19  0,003649 0,12 -9,3 QTL
TCH2005-Pira Soca 8,74  0,004522 0,12 -11,55 QTL
M31.Ec S FIBRA2000-Pira Planta 7,56  0,007987 0,1 -5,36 QTLp
FIBRA2003-Pira Planta 4,24  0,044035 0,05 -0,8 *
FIBRA2004-Jau Planta 6,2 0,015731 0,08 -0,83 *
FIBRA2004-Pira Planta 5,59 0,021534 0,07 -0,73 *
FIBRA2005-Jau Soca 9,89 0,002636 0,13 -0,99 QTL
FIBRA2005-Pira Soca 5,31 0,024818 0,07 -0,86 *
TCH2005-Jau Soca 4,87 0,031349 0,06 -7,21 *
PCC2004-Jau Planta 5,87  0,018621 0,08 0,73 *

D - Dose (S-simples; M-mudiltipla)
Efeito: Diferenca entre grupos portadores e nao portadores do marcador
QTLp: QTL presumivel

Pira- Piracicaba

F e p — niveis de significancia
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FIGURAS

Figura 1. Gel Parcial AFLP (Progénie 234/96) gerado pela combinagéo de iniciadores E-AAC M-
CAT.
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Figura 2. Gel Parcial, com individuos 234/96, sinalizando marcas derivadas do iniciador especifico
ACCCAG31 (C, D, E)
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6. Conclusoes

A associacao fenétipo — marcador na progénie 234/96 possibilitou a
deteccao de marcadores AFLP associados aos caracteres estudados, tanto de
efeitos positivos quanto negativos. Para o carater Fibra%Cana, o marcador mais
promissor, com efeito positivo, ou seja que aumentaria o percentual de fibra foi
AGGCAG25b; os de efeito negativo, que diminuiria Fibra% foram ACGCAA12c e
AACCAT®61c. Para o carater PCC, os marcadores AAGCTC10c e ACCCAG16b
sdo bons candidatos para uso futuro em selecao assistida, pois devido ao efeito
positivo, eles contribuiriam com o aumento da producdo de acucares. Para o
carater TCH, o marcador AGGCAG40b foi considerado o mais promissor por seu
efeito positivo.

Marcadores de efeito negativo para Fibra%Cana amplificados
conjuntamente a partir dos iniciadores M31 (M31.Cc, M31.Da e M31.Ec) também
foram considerados promissores. O marcador M31.Da, por apresentar também
associacao com TCH, mas de efeito negativo levaria a uma diminuicdo da
tonelagem de cana por hectare (TCH), o que nao seria interessante, a nao ser
para exclusdo dos materiais em melhoramento. A associacdo do marcador
M31.Ec com o carater Fibra%Cana em ensaios com duas progénies indica que
ele pode ser util na selecao assistida. Estudos desses marcadores com outros
testes de campo e com outras populagcdes sdo necessarios para avaliar a

estabilidade dos mesmos em diferentes ambientes e materiais.
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platform and software (see detailed ins
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3.1. Research Articles
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a) The title page must contain: a concise and informative title; the authors’ names (first name at full
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author’s alteration charges.
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citation were published in the same year, list them alphabetically by the first author surname. For
two or more works by the same author(s) in a citation, list them chronologically, with the years
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published or in press should be cited. In the case of personal communications or unpublished
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results, all contributors must be listed by initials and last name (et al. should not be used). Numbers:
In the text, numbers nine or less must be written out except as part of a date, a fraction or decimal,
a percentage, or a unit of measurement. Use Arabic numerals for numbers larger than nine. Avoid
starting a sentence with a number. Binomial Names: Latin names of genera, species and
intraspecific taxa in the text must be printed in italics; names of orders and families should appear in
the Title and also when first mentioned in the text. URLs for programs, data or other sources should
be listed in the Internet Resources Section, immediately after the References Section, not in the
text. URLs for citations of publications in electronic journals should appear in the reference section.
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Material (or Subjects) and Methods — Details relevant to the conduct of the study. Statistical
methods should be explained at the end of this section.

Results — Undue repetition in text and tables should be avoided. Comment on significance of
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within the text. “Personal communication” refers to individuals other than the authors of the
manuscript being submitted; “unpublished data” refers to data produced by at least one of the
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mammary cells reveals common mechanisms for tumor initiation and progression in divergent
epithelia. Plos Biol 2:194-205._http://www.plosbiology.org .

f) Internet Resources Section

this section should contain a list of URLs referring to data presented in the text, software programs
and other Internet resources used during data processing. When databases are cited, date of
consultation must be stated.

Sample Internet Resource citation :

Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM), http://www.ncbi.nlm.nih.gov/OMIM (September 4,
2005)

LEM Software, http://dir.niehs.nih.gov/dirbb/weinbergfiles/hybrid_design.htm
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box head. Footnotes typed directly below the table should be indicated in lowercase superscript
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7.2. Ensaios de Producao

Os dados abaixo foram fornecidos pelo Centro de Tecnologia Canavieira.
As andlises de variancias conjunta dos dados dos ensaios, para a progénie 234/96
(CP - cana-planta e CS - cana-soca), CP2000 / CS2001 (dados ndo mostrados),
CP2003, CS2004 (Tabela 1); CP2004, CS2005 (Tabela 2); CP2004, CS2005 -
Jau (Tabela 3); e para a progénie 187/97, CP2003 e CS2004 (Tabela 4),
apresentaram significancia, ao nivel de 1% de probabilidade, para a fonte de
variagao “Hibridos ajustados” para os diferentes caracteres avaliados (TCH, PCC
e Fibra%), evidenciando a existéncia de variabilidade entre os materiais em
estudo. Os coeficientes de variacdo estimados em todos os ensaios indicaram
bom controle experimental, permitindo que as diferengas entre os hibridos fossem
detectadas nos estadios de cana-planta e cana-soca. Interacdes entre padrdes e
ensaios para os trés caracteres ndao foram significativas, ao nivel estudado,
permitindo que as médias de hibridos dos diferentes experimentos fossem
ajustadas e comparadas.

Tabela 1. Andlise da variancia parcial para Fibra%, PCC e TCH, referentes aos anos de 2003 e 2004 (cana-
planta e cana-soca —Piracicaba) da progénie ‘SP80-180/SP80-4966’

CP2003-Pira CS2004-Pira
‘SP80-180/SP80-4966’ TCH PCC Fibra TCH PCC Fibra
Fonte de Variagéo GL F F F F F F
Ensaios 8 13,94 5,37 8,45 7,48 11,83 5,86
Hibridos Ajustados 135 8,5 4,71 9,77 14,78 11,86 4,4
PadréesXEnsaios 16 0,8 0,66 0,45 0,9 1,02 0,58
Residuo 151

CV=13,62% CV=4,90% CV=5,75%|CV=12,70% CV=3,25% CV=7,88%

Fonte: Copersucar

Tabela 2. Analise da variancia parcial para Fibra%, PCC e TCH, referentes aos anos de 2004 e 2005 (cana-
planta e cana-soca —Piracicaba) da progénie ‘SP80-180/SP80-4966’

CP2004-Pira CS2005-Pira
‘SP80-180/SP80-4966’ TCH PCC Fibra TCH PCC Fibra
Fonte de Variagéo GL F F F F F F
Ensaios 2 2,29 0 83,26 6,58 3,72 17,28
Hibridos Ajustados 105 23,09 9,25 19,1 25,22 17,21 23,29
PadréesXEnsaios 6 0,51 1,22 1,07 0,54 0,56 0,84
Residuo 111

CV=12,70% CV=5,02% CV=3,74% | CV=9,02% CV=2,41% CV=3,71%

Fonte: Copersucar
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Tabela 3. Andlise da variancia parcial para Fibra%, PCC e TCH, referentes aos anos de 2004 e 2005 (cana-
planta e cana-soca —Jau) da

progénie ‘SP80-180/SP80-4966’

CP2004-Jau CS2005-Jau
‘SP80-180/SP80-4966’ TCH PCC Fibra TCH PCC Fibra
Fonte de Variagéo GL F F F F F F
Ensaios 2 123,7 22,22 3,83 75,06 24,12 3,6
Hibridos Ajustados 105 8,25 8,03 17,14 16,14 11,75 13,97
PadréesXEnsaios 6 1,41 0,99 0,96 0,98 0,34 0,91
Residuo 111

CV=15,92% CV=3,83% CV=3,71%

CV=10,71% CV=3,19% CV=4,20%

Fonte: Copersucar

Tabela 4. Analise da variancia parcial para Fibra%, PCC e TCH, referentes aos anos de 2003 e 2004 (cana-
planta e cana-soca — Piracicaba) da progénie ‘SP85-7215 e SP80-144’

CP2003-Pira CS2004-Pira

‘SP85-7215 e SP80-144’ TCH PCC Fibra TCH PCC Fibra
Fonte de Variagéo GL F F F F F F
Ensaios 5 8,86 17,52 3,64 3,34 19,08 2,07
Hibridos Ajustados 122 8,25 8,54 9,69 11,82 10,99 12,84
PadréesXEnsaios 10 0,84 0,72 0,95 2,02 0,97 0,99
Residuo 132

CV=12,64% CV=3,09% CV=5,86%|CV=11,40% CV=3,18% CV=5,3%

Fonte: Copersucar
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7.3. Dados Fenotipicos dos Ensaios de Producao

Os dados fenotipicos, relacionados com os caracteres agronémicos,

utilizados nesse trabalho para a progénie 234/96 e 187/97 foram gentilmente

cedidos pela Copersucar, sendo mostrados a seguir nas tabelas 5,6 e 7.

Tabela 5. Dados Fenotipicos (Progénie 234/96)

Hibridos TCHa PCCa FIBRAa TCHb PCCb  FIBRAb TCHc PCCc FIBRAc TCHd PCCd  FIBRAd
C001 89 15,0 8,9 73 15,9 8,9 76 15,9 9,8 85 14,7 9,1
C002 97 14,0 11,2 84 16,8 11,8 57 15,5 11,9 81 13,6 10,5
C003 71 14,9 12,4 69 16,0 12,9 59 16,0 14,2 70 14,7 12,2
C004 111 13,8 11,5 134 16,7 11,8 64 15,8 11,5 85 14,9 10,1
C005 56 16,1 8,7 59 17,6 9,2 32 17,2 9,9 51 15,5 9,6
C006 103 16,2 9,3 85 17,9 9,5 56 17,2 10,6 62 16,6 8,6
Co07 79 14,1 11,8 63 15,0 10,8 41 15,9 121 56 13,8 10,4
Coo08 82 12,8 9,9 89 15,3 10,7 67 14,7 12,4 100 13,6 10,1
C009 89 11,0 9,9 98 13,7 10,2 67 13,6 10,3 89 12,3 9,2
co10 82 13,6 14,4 108 15,8 14,9 59 14,9 15,2 85 15,2 11,7
Co11 80 16,3 11,6 71 18,0 1.4 41 18,4 1,7 64 16,9 11,5
Co12 67 15,7 11,1 63 17,3 11,5 65 15,8 12,4 84 15,9 11,2
Co13 113 13,3 11,8 117 141 12,4 52 15,1 11,8 89 14,5 10,8
Co14 106 13,5 13,1 133 16,2 12,7 63 15,7 12,2 106 15,0 121
Co15 109 13,0 10,2 108 15,7 11,1 58 15,4 12,3 79 14,9 9,9
Cot6 91 14,5 10,7 88 16,0 12,0 53 16,6 11,9 76 15,0 10,1
co18 77 14,9 11,5 65 16,4 12,2 61 15,0 13,0 67 15,6 11,5
Co19 93 14,9 9.1 57 15,9 10,3 56 17,4 10,7 69 15,7 9,7
C020 115 12,2 12,2 129 14,6 12,9 73 14,1 13,5 100 13,3 12,0
Co021 106 14,7 13,1 82 16,2 14,0 63 16,1 13,6 78 14,8 11,5
Co022 94 14,4 11,2 100 16,6 11,8 59 16,6 12,5 85 15,5 10,9
C024 91 13,3 9,2 100 15,2 10,2 46 16,0 10,1 89 14,9 9,8
C026 109 14,5 10,1 111 15,8 10,8 53 16,2 9,6 84 15,0 10,1
Cco27 112 12,9 11,8 128 15,5 12,0 83 15,9 11,3 115 15,0 10,5
Co028 103 14,7 10,5 117 16,8 11,2 58 17,4 11,2 91 16,3 9,6
C030 85 15,5 9,3 71 17,4 9,6 44 15,7 10,2 77 16,1 9,3
C032 85 13,2 10,7 84 16,3 10,7 68 17,0 12,5 93 14,6 9,8
C033 7 14,6 11,3 82 16,1 11,6 39 15,4 12,3 54 14,7 10,7
C034 121 11,6 15,2 120 13,8 15,0 54 14,3 16,4 95 13,6 12,7
C035 1056 15,8 10,4 121 16,2 10,4 68 16,8 10,4 108 16,3 10,2
C036 111 14,9 11,2 99 16,1 10,6 68 16,9 111 90 15,4 10,0
Co37 76 12,7 10,2 60 13,3 12,0 49 14,0 10,7 64 12,5 9,2
C038 77 10,9 8,6 73 12,7 9,4 57 14,4 10,7 82 1,9 9,2
Co040 94 13,6 12,4 101 15,5 1,7 55 16,2 12,0 78 14,7 1.3
C041 100 13,3 8,7 60 13,0 8,4 69 15,8 9,8 74 13,4 8,3
C042 52 12,7 10,5 49 15,1 11,3 45 15,1 10,2 83 14,1 9,9
C043 113 12,2 13,5 98 13,9 13,4 55 14,8 13,0 99 13,7 11,4
C044 137 13,5 11,4 126 15,7 11,9 86 15,6 12,1 103 15,2 11,3
C045 75 15,7 10,8 70 17,5 11,7 43 17,4 12,4 74 16,6 10,7
Co46 ! 14,3 12,1 44 16,1 121 61 17,3 12,3 77 15,2 17
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Cont.
Hibridos TCHa PCCa FIBRAa TCHb PCCb FIBRAb TCHc PCCc FIBRAc TCHd PCCd  FIBRAd

C047 101 12,4 11,7 90 13,8 12,0 67 13,5 13,9 99 13,1 12,5
C048 94 13,0 12,1 90 15,4 12,0 60 15,3 12,4 94 13,6 14,0
C049 108 12,3 10,8 110 14,9 11,9 62 14,1 11,6 70 13,8 10,8
C050 73 141 9,8 45 15,9 9,9 64 16,1 10,3 59 14,1 8,7
Co051 83 15,5 9.1 83 18,0 9,0 50 18,1 9,3 73 16,2 9,2
C052 54 15,7 111 51 17.8 11,2 49 18,7 10,7 47 16,9 10,1
C053 77 12,8 10,1 77 15,8 10,9 52 15,5 11,5 74 13,7 9,5
C054 48 18,7 8,8 12 15,3 8,9 36 15,4 9,5 30 13,9 8,1
C055 107 13,0 10,3 125 15,7 11,3 90 14,7 11,8 80 13,0 10,2
C056 133 18,7 12,1 127 15,9 11,5 103 14,7 12,9 107 15,4 10,9
C057 75 14,1 8,8 31 15,0 9,0 58 16,2 10,1 61 14,4 8,3
C059 72 15,1 9,8 88 16,3 10,1 48 17,8 10,2 74 15,2 9,3
Coe1 80 13,9 9,0 98 16,9 9,3 64 16,9 11,0 90 14,6 11,0
C062 90 12,5 8,1 77 15,7 9,1 53 15,8 9,2 68 14,4 8,3
C063 104 14,8 13,5 86 16,5 14,1 29 15,4 13,8 40 15,3 12,7
Co64 112 14,4 11,6 113 16,5 11,5 74 15,8 11,6 103 14,7 10,8
C065 102 14,9 10,9 17 16,7 9,9 59 16,8 12,8 80 16,0 11,0
C066 64 12,9 9,0 69 15,8 9,1 51 15,7 10,1 84 13,2 9,2
Co67 73 15,9 9,0 69 17,5 9,5 55 17,0 9,9 60 15,7 9,1
C068 103 18,7 10,6 113 15,7 11,4 78 16,1 12,5 97 15,7 11,0
Co070 63 15,7 8,6 43 17,4 9,6 59 17,4 10,4 69 16,2 9,7
Co71 86 13,9 9,7 74 15,3 10,2 37 14,8 9,3 54 14,3 9,1
Co072 56 14,8 9,6 55 16,5 9,9 46 16,7 9,9 63 15,7 9,8
Co73 68 16,6 94 49 17,5 9,4 55 17,6 10,1 57 16,3 8,6
C074 69 15,9 8,9 87 17,4 8,9 58 17,0 9,5 67 16,6 8,0
C076 104 13,3 10,2 127 15,4 10,6 52 14,6 11,1 86 13,8 10,2
Cco77 120 13,5 9,8 85 15,2 9,2 87 15,4 11,2 87 14,3 9,9
Co78 61 14,7 9,3 45 16,6 9,2 45 16,7 9,9 48 15,0 9,2
C079 47 13,0 11,5 52 15,1 11,8 36 11,3 10,5 44 13,2 9,6
C080 91 13,9 11,4 97 15,6 11,5 50 16,1 12,0 77 14,6 10,5
Cos1 82 15,4 1,7 77 16,3 11,2 45 16,0 12,5 60 15,1 10,5
C082 77 13,8 9,6 73 15,2 9,6 51 15,4 11,1 62 14,2 9,7
Co84 73 13,0 11,5 47 14,0 11,5 69 14,6 11,9 82 12,3 10,9
Co085 110 14,2 9,9 17 16,9 11,8 65 16,3 11,4 91 14,8 9,1
C086 89 11,4 14,3 103 15,0 14,3 53 13,3 16,5 105 13,8 13,3
Ccos7 107 14,6 11,0 113 17,0 11,7 62 13,8 12,7 82 15,5 10,3
Coss 67 13,9 11,1 50 14,8 1.1 14 13,7 11,8 30 12,5 9,9
C089 75 14,0 10,8 60 15,6 12,0 48 16,1 12,9 76 14,7 11,4
C091 76 14,0 10,4 93 16,4 10,4 48 15,1 13,2 86 14,6 10,6
C093 101 14,4 10,3 102 15,9 11,0 62 17,2 10,6 93 15,4 10,6
C094 77 13,4 10,9 91 16,1 11,3 65 16,0 13,2 92 14,4 121
C095 77 14,8 10,8 87 16,7 11,7 42 16,7 13,5 7 15,7 1.1
C096 90 13,2 9.1 89 15,6 9,3 60 15,1 10,6 65 14,5 9,0
C097 81 15,1 10,6 69 14,9 10,9 50 16,4 10,6 64 14,2 9,4
C099 86 13,0 11,5 88 15,9 11,4 57 15,0 12,8 59 13,6 10,4

a. cana-planta (2000, Piracicaba); b. cana-soca (2001; Piracicaba); c. cana-planta (2003, Piracicaba);
d. cana-soca (2004, Piracicaba)
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Tabela 6. Dados Fenotipicos Progénie 234/96

Hiibridos ~ TCHe  PCCe FIBRAe  TCHf  PCCf  FIBRAf  TCHg PCCg FIBRAg TCHh PCCh  FIBRAh
Coo1 53 13,7 9,7 69 15,0 10,0 51 16,0 10,3 57 17,3 9,9
C002 55 12,2 9,8 71 14,7 11,2 47 15,1 1,7 51 15,8 11,0
C003 46 11,9 9,6 75 15,0 11,6 33 13,9 11,6 48 15,2 11,6
Coo4 53 13,0 10,4 76 15,3 1,7 49 15,7 12,0 67 16,3 1,7
C005 26 18,7 9,4 49 16,7 10,0 38 16,8 9,9 45 18,0 10,2
Cooe 47 14,9 9,3 58 16,8 9,6 29 17,2 9,8 38 19,4 9,8
Coo7 24 12,7 11,1 47 15,1 12,0 42 15,3 12,1 53 16,0 11,6
Ccoo8 39 11,6 10,6 68 14,5 11,3 50 13,8 11,8 61 15,4 10,8
Co09 33 11,7 9,2 73 13,5 10,0 40 12,9 9,6 57 15,3 10,7
Cco1o 49 12,0 13,1 81 14,2 15,7 48 14,6 14,3 62 16,3 15,2
Co11 32 15,2 111 62 16,7 11,7 33 16,7 12,0 48 18,8 11,5
Ccoi2 43 13,0 10,6 63 16,1 12,0 32 16,2 11,3 40 18,0 12,3
co13 37 10,5 10,2 81 14,3 11,5 40 14,6 1,7 55 15,0 1,4
Co14 56 11,4 11,3 83 14,1 13,1 41 13,2 12,2 68 15,3 12,4
Co15 35 13,5 9,9 67 15,3 10,7 37 15,0 12,1 55 16,0 11,4
Ccoie 33 10,6 10,4 73 14,5 11,6 31 13,4 12,4 52 17,3 12,3
co17 17 13,0 9,3 31 15,0 10,2 32 14,4 10,1 30 16,1 9,7
cois 30 12,5 10,2 63 15,4 12,1 39 15,5 11,0 47 16,4 1,9
Cco19 48 13,9 9,4 68 16,3 10,3 42 17,1 10,6 55 17,1 9,8
C020 64 10,1 12,2 96 13,9 18,7 53 14,0 12,9 65 14,8 12,2
Co021 40 14,4 11,4 75 15,6 12,9 54 14,3 13,0 61 15,8 12,5
C022 67 12,5 10,9 85 15,7 1.1 47 15,4 12,5 60 17,0 11,8
co23 9 16,4 9,4 19 16,7 9,8 18 16,4 9,8 26 18,4 11,2
C024 22 13,0 9,1 42 15,6 9,7 10 14,4 9,7 34 17,4 9,2
C025 4 15,2 8,8 7 15,7 11,0 7 14,5 9,5 3 19,3 9,6
C026 53 13,1 9,7 72 15,5 10,5 49 15,8 9,8 55 16,1 9,9
co27 71 11,9 10,2 102 15,0 11,1 57 15,6 11,5 69 15,7 10,5
C028 43 12,5 10,7 68 15,8 1.3 37 14,4 11,8 57 16,1 10,6
Co29 16 11,5 9,1 41 14,5 9,3 34 14,4 9,6 34 16,4 10,2
C030 25 12,3 9,7 49 16,1 10,3 24 14,7 9,9 40 19,1 10,8
C031 12 13,2 9.1 23 15,7 9,4 28 14,8 9,1 31 17,9 10,7
Cco32 39 11,2 9,4 71 14,6 10,7 40 15,4 10,6 55 16,2 10,7
C033 24 13,5 11,2 47 14,8 11,4 42 15,4 1,7 47 17,4 10,7
C034 54 9,5 14,5 89 13,8 15,6 43 15,3 15,4 69 14,9 14,8
C035 48 14,7 9,3 85 17,0 10,8 42 16,2 11,1 64 18,4 10,7
Co36 47 13,2 9,7 75 15,9 10,8 44 16,0 10,7 61 18,0 10,6
Cco37 22 13,2 9,2 52 14,4 10,9 26 15,5 10,6 34 15,9 10,3
co38 37 10,1 9,8 76 12,2 10,3 33 13,9 10,5 52 13,9 10,5
Co39 51 11,2 11,7 64 13,8 11,6
Co40 43 11,3 1,2 74 14,3 12,0 30 14,7 11,6 52 16,6 12,3
Co41 40 12,1 7,8 7 14,9 8,7 29 14,5 9,4 58 16,7 10,2
Co42 28 10,7 9,3 59 15,2 10,4 37 13,6 111 48 16,4 10,6
C043 43 10,8 11,9 77 13,6 13,0 51 13,8 13,0 65 14,6 13,6
C044 55 13,1 9,8 89 15,6 11,0 60 14,3 12,2 77 16,6 11,8
C045 43 14,0 10,5 72 16,6 11,6 34 17,7 10,8 38 18,4 11,0
Co46 42 14,2 12,3 73 15,7 12,8 45 14,7 14,1 61 17,3 13,0
C047 53 11,1 12,9 77 12,7 13,9 55 12,5 13,9 78 14,8 13,5
Co4s8 41 12,0 11,4 82 14,4 12,8 47 14,7 13,2 55 15,8 12,5
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Hibridos
C049
C050
Co51
C052
C053
C054
C055
C056
C057
€058
C059
C060
Coe1
Cco062
C063
Co64
C065
C066
Cco67
C068
C069
€070
co71
Co72
Cc073
Co74
C075
C076
co77
C078
C079
€080
cos1
082
€083
Co084
€085
C086
co87
€088
€089
C090
C091
Cc092
C093
C094
C095
C096

TCHe
14
42
35
22
32
23
51
61
40

31
23
44
39
19
53
54
32
34
50
14
28
22
21
36
40
31
38
65
39
48
32
20
32

48
55
42
27

45
21
45
35
52
32
36
45

PCCe
11,1
13,0
13,1
15,3
12,7
14,1
12,2
13,0
11,8
11,0
13,3
13,7
13,2
12,1
12,0
13,7
11,0
11,1
13,6
10,4
13,0
13,9
12,7
13,7
14,7
13,0
13,0
11,1
12,9
13,5
12,8
12,2
13,8
12,4
13,7
10,7
12,6
10,3
13,3
13,6
11,9
14,1
11,4
11,2
12,4
10,8
11,8

12,7

FIBRAe
10,3
9,7
9,4
9,9
10,1
9,1
10,1
11,4
8,6
83
9,4
9,2
10,3
9,0
10,4
11,2
9,9
8,9
9.1
10,3
9,9
8,6
9,0
10,3
9,7
8,0
10,2
9,2
10,1
9,8
12,6
9,9
11,3
9,7
10,3
10,5
9,6
12,0
10,7
9,7
11,3
9,5
13,0
1,7
10,0
10,4
10,7
8,8

TCHf
35
66
54
37
73
37
81
94
56
33
61
46
74
68
37
83
77
60
46
94
28
44
41
42
47
62
58
82
78
63
70
55
46
56
25
60
68
71
51
31
67
36
77
58
79
69
63
78

pccf
15,1
14,7
17,2
17,0
15,9
15,4
14,3
15,8
15,6
15,1
16,2
15,6
16,0
14,8
14,6
14,9
16,4
14,9
16,1
14,7
15,5
15,8
14,2
15,4
16,9
16,9
15,2
15,2
15,5
16,2
15,1
14,8
15,6
14,9
16,2
13,5
16,1
13,3
15,8
14,7
14,9
15,7
13,6
14,7
14,7
14,2
15,1

14,7

FIBRAf
17
10,1
9,8
10,2
1.1
8,9
11,2
11,9
8,8
8,9
9,8
9,8
10,8
9,3
12,8
11,9
11,0
9,3
9,5
11,5
10,5
9,9
9,5
10,3
9,6
9,0
10,8
10,5
1.1
11,0
13,0
10,9
12,4
10,2
11,3
12,3
10,7
14,6
11,5
1.1
1,7
10,5
14,3
12,8
10,8
13,1
12,9
10,0

TCHg
22
38
29
25
33
39
52
35
36
13
24
4
40
35
15
49
42
20
34
40
29
20
33
21
29
31
28
47
78
42
53
42
35
39
23
44
51
40
44
23
34
25
37
37
57
31
38
43

PCCg
11,8
151
16,2
16,6
15,7
15,5
14,8
17,4
15,3
13,9
15,4
16,5
14,5
14,0
15,4
15,3
14,9
14,3
16,0
14,5
15,4
16,4
14,8
15,9
16,6
16,8
15,6
13,7
14,3
15,2
14,6
15,0
15,4
14,8
15,7
14,6
15,6
13,7
15,1
13,6
13,3
14,9
16,1
14,8
14,4
15,1
14,6
15,0

FIBRAg
10,9
10,5
10,1
11,4
11,0
10,4
11,1
12,1
10,0
9,6
10,3
9,5
10,6
9,3
13,1
11,8
11,3
10,2
9,7
11,9
10,7
9,9
10,4
9,8
10,4
9,9
10,6
9,7
10,2
10,6
12,9
12,1
12,0
11,1
11,5
12,3
11,8
13,8
11,8
10,3
12,0
10,6
12,8
13,1
11,4
11,8
12,0
10,8

TCHh
45
40
46
32
52
36
64
70
36
30
42
31
62
48
31
66
73
37
40
76
30
29
29
28
36
50
42
67
87
56
71
45
48
44
28
46
66
60
52
37
55
26
50
41
59
46
49
57

PCCh
16,0
16,4
18,3
18,5
16,5
17,2
17,4
17,2
15,8
16,4
18,9
17,9
18,3
15,3
17,0
16,7
17,8
15,5
17,9
15,3
16,8
18,3
16,6
16,2
18,8
18,9
18,1
15,8
15,7
17,7
17,1
16,4
18,3
16,4
18,9
15,3
175
14,3
16,2
175
17,0
174
17,0
16,0
15,5
16,0
16,6
16,9

Cont.
FIBRAh
12,6
10,5
10,9
11,3
11,0
10,6
11,2
12,0
85

9,8

9,9
10,3
10,7
9,5
13,5
12,0
11,0
9,7

9,7
10,7
11,2
9,8
11,2
111
10,8
9,1
11,5
11,0
11,5
10,0
14,7
12,4
12,2
10,6
11,5
121
11,1
13,3
11,9
12,7
13,4
10,8
12,8
13,2
111
12,7
11,9
10,9
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Cont.

Cco97 37 13,1 9,4 47 14,4 9,9 43 16,2 11,2 47 17,3 10,2
C099 29 11,4 10,8 68 141 12,0 39 13,9 11,5 46 16,6 121
C100 35 14,4 8,2 54 16,9 8,9 30 16,6 9,1 37 18,3 9,2

e. cana-planta (2004, Piracicaba); f. cana-soca (2005; Piracicaba); g. cana-planta (2004, Jau); h. cana-soca (2005, Jau)

Tabela 7. Dados Fenotipicos Progénie 187/97

Hibridos TCHc PCCc FIBRAc TCHd PCCd  FIBRAd

1 50 15,8 11 52 14,1 9,4
2 44 15,2 11 66 14,2 10

3 31 14 15,3 59 13,6 12,8
4 43 16,6 10,6 34 15,5 10,1
6 48 15,5 13,4 67 14,8 12,3
7 53 15,4 13,3 65 14,8 11,4
8 52 15,9 9,5 69 15,2 9,1
9 39 16,2 10,6 39 15,5 10,1
11 57 16,6 13,7 59 16,5 12,1
12 59 17,2 12,1 76 16,9 10,6
13 63 15,3 10 81 13,8 9,5
14 32 16,2 11,5 37 15,6 10,8
15 58 15,6 13,2 70 13,6 12,7
16 54 15,2 10,4 67 14,2 9,4
17 52 15,8 12,3 63 15,4 11,5
18 59 16,4 11,3 85 16,3 10,7
19 51 16,5 11 65 15,9 10,3
20 70 16,7 12,8 84 16 11,5
21 44 16,4 11,1 64 15,2 9,3
22 57 15 11,2 74 13,2 9,6
23 48 16,2 12,4 58 16 12,8
24 44 15,9 9,2 43 14,7 9
25 66 16,3 11,5 82 15,2 11,8
26 48 15,7 12,3 59 15,1 10,4
27 45 15,3 11,7 46 15 10,2
28 50 15,5 11,4 67 14,8 9,4
29 31 16,7 11,6 43 15,5 10,3
30 37 14,6 14,4 55 13,8 12,1

c. cana-planta (2003, Piracicaba); d. cana-soca (2004, Piracicaba)
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7.4. Planilhas de Digitos Binarios

As planilhas de presenca (1) ou auséncia (0) de bandas polimoérficas
geradas com as onze combinagdes de iniciadores tipo AFLP testados na progénie
234/96 e para iniciadores especificos testados nas progénies 234/96 e 187/97 sao

dadas a seguir.

Planilha 1. Dados relativos a 234/96 com Planilha 2. Dados relativos a 234/96 com Iniciadores E
Iniciadores E - ACC / M - CAG -AGC /M - CAT

Hibridos | ACCCAG16 | ACCCAG26 | ACCCAG34 Hibridos | AGCCAT20 | AGCCAT23 | AGCCAT26 | AGCCAT27
€001 1 1 1 C001 1 1 0 1
C002 1 1 1 C002 1 1 0 1
C003 1 1 0 €003 1 0 1 1
C004 1 0 1 C004 1 1 0 0
C020 1 0 1 C020 1 1 1 1
Co021 0 0 1 C021 1 1 1 1
C024 1 1 1 C024 1 0 1 1
C027 1 1 1 C027 1 1 1 1
C030 0 0 1 C030 0 1 0 1
C032 0 1 0 €033 1 1 0 1
C034 1 1 0 C034 1 1 1 0
C035 0 1 1 C035 1 0 1 1
C036 0 0 0 C036 1 1 1 1
C037 1 0 1 C037 1 1 1 1
C038 1 1 0 €038 1 1 1 0
C040 0 1 0 C041 1 1 1 0
C041 1 0 1 C042 1 1 1 1
C042 1 1 1 C044 1 1 1 1
C044 1 1 1 C045 1 1 1 1
C045 0 1 0 C065 1 1 0 0
C057 0 0 0 C067 1 1 1 0
C062 0 0 0 Co71 1 1 0 0
C064 0 0 0

C065 0 0 1

C067 0 0 1

Co71 1 0 1
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Planilha 3. Dados relativos a 234/96 com

Iniciadores E - ACA/M -CTT

Hibridos

ACACTT17

ACACTT32

C020

1

1

Cco21

Cco22

C023

C024

C044

C059

C063

C064

Co67

Co71

C074

C079

C083

Co089

Co91

C092

C094

C096

C100

oclololololo|lm|m|m|mmlolo|=|= |2 |2 |2 |[—

oclololololo|lm |m|lm|mmlolo|lo|= |2 |2 |2 =

Planilha 4. Dados relativos a 234/96 com

Iniciadores E - AAG/M - CTC

Hibridos

AAGCTC10

AAGCTC13

G001

1

0

C002

Co03

Co05

C010

C020

Co021

C022

C024

C034

C041

C063

C064

Co66

C067

C071

C073

C074

C079

C091

C099

ooo|=r |, |rlOoOc0o|C|= O |= | |O|=

Ola|la|lalolmlolm|lolm | |a |2 | |2 |2 |2 || |=
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Planilha 5. Dados relativos a 234/96 com Iniciadores E - ACT /M - CAC

Hibridos

ACTCAC14

ACTCAC16

ACTCAC18

ACTCAC20

ACTCAC22

ACTCAC25

ACTCAC35

ACTCAC43

ACTCAC48

C001

1

1

0

1

1

1

1

1

1

C002

C004

C021

C022

C024

C026

C027

C030

C033

C034

C035

C036

C037

C038

C040

C041

C042

C044

C045

C065

C067

C070

C072

C073

C074

C079

C087

Co88

ol ol |lm|mlo|lm ool 0ol l0|lcjlo|m|lo|m |lOo|2 |[= |2 |= |lO |lO |O

1
1
1
1
1
1
0
1
1
0
1
1
1
1
1
1
1
1
1
0
1
0
0
1
0
0
1
1

- ocooco|=[=~",oor Ol |C|=|C]|=|O|=

0
1
0
1
1
0
1
1
1
0
0
0
1
0
1
0
0
0
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

1
1
1
1
0
1
1
1
1
1
1
1
1
0
1
1
1
1
1
1
1
0
0
1
1
1
1
1

A la|lalalma|a]la|lm | ]lmlololm|m]lm|lm|a]lmlolo|lm|m |2 | |2 |2 |l |=

A lalalolm|mlolm|m |l lmlm|malm|lmm]lm o= |m|m]m |2 |m]2|= =

ol|lmlolmlo|lmlo|lm|lm|lmlo|la|mlolo|lm|m|mlo|w|m o= |2 |= |2 |l |=

1
1
1
1
1
1
1
0
1
1
0
1
0
1
0
1
0
0
0
1
1
1
1
1
1
1
1
1
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Planilha 6. Iniciadores PCR especificos - Progénie 234/96

Hibridos MC MD ME MG
1 1 0 0 1
2 1 0 0 1
3 1 0 0 1
4 0 0 0 1
5 1 1 1 1
6 0 1 1 1
7 0 1 1 1
8 1 1 1 0
9 1 1 0 1
10 0 0 0 1
11 1 0 0 1
12 0 0 1 1
13 1 1 1 0
15 0 0 1 1
16 0 1 1 1
18 1 1 1 1
19 1 0 1 1
20 1 0 1 1
21 0 1 0 1
22 1 1 1 1
24 1 1 1 0
26 1 0 1 1
27 1 0 1 1
28 1 0 0 0
30 1 0 1 1
32 1 1 1 1
33 0 1 1 1
34 0 0 0 1
35 1 1 1 0
36 0 0 1 0
37 1 1 1 0
38 0 0 1 1
40 1 0 0 1
41 0 1 0 1
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cont

Hibridos

MD

ME

MG
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Diniz, M.C. Associacao de marcadores (AFLP) com caracteres de interesse agronémico em cana-de-agcucar

Planilha 7. Iniciadores PCR especificos - Progénie 187/97
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Associacédo de marcadores (AFLP) com caracteres de interesse agronémico em cana-de-acucar

Planilha 8. Dados relativos a 234/96 com Iniciadores E - ACG / M - CAA
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Associacédo de marcadores (AFLP) com caracteres de interesse agronémico em cana-de-acucar

cont

Hibridos
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Planilha 9. Dados relativos a 234/96 com Iniciadores E - AGC / M - CAG
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Associacédo de marcadores (AFLP) com caracteres de interesse agronémico em cana-de-acucar

Cont.

Hibridos
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Planilha 10. Dados relativos a 234/96 com Iniciadores E - AAC /M - CAT
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Associacédo de marcadores (AFLP) com caracteres de interesse agronémico em cana-de-acucar

Cont.

Hibridos
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Associacédo de marcadores (AFLP) com caracteres de interesse agronémico em cana-de-acucar

Planilha 11. Dados relativos a 234/96 com Iniciadores E - ACA /M - CAC
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Diniz, M.C.

Associacdao de marcadores (AFLP) com caracteres de interesse agrondémico em cana-de-agucar

Planilha 12. Dados relativos a 234/96 com Iniciadores E - AGG / M - CAG

Hibridos | AGGCAG3 | AGGCAGS5 | AGGCAG8 | AGGCAGY | AGGCAG11 | AGGCAG12 | AGGCAG23 | AGGCAG25 | AGGCAG27 | AGGCAG28 | AGGCAG37 | AGGCAG38 [ AGGCAG40 | AGGCAG44 | AGGCAG46 | AGGCAG6B0 | AGGCAG67
Coo1 1 1 0 1 1 0 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0
C002 1 0 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1
C004 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1
Co16 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 1 1 1
C020 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0 1 1
Co21 1 0 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1
C022 0 1 1 0 1 1 0 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1
C024 0 1 0 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 0 1
C026 0 1 0 0 0 1 0 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1
Cco27 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1
C030 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1
C033 0 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 1 1
C035 0 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 0 1 0 0 1
C036 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1 0 1 1 1
co37 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1
C038 0 0 1 1 0 1 1 0 0 0 1 1 1 1 0 1 1
C040 0 0 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1
C041 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1
Co42 1 0 0 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1
C044 1 0 0 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 0 1 1 1
C045 1 0 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1
C065 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1
Co66 1 0 0 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 0
Co67 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1
C070 1 1 1 0 1 1 0 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1
Co71 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 1 0 0 1 1 1 1
Co72 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1
Co073 0 0 1 1 1 0 0 0 1 0 1 0 0 1 1 1 1
Co74 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Cco77 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 1 1 1 1 1
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Diniz, M.C.

Associacdao de marcadores (AFLP) com caracteres de interesse agrondémico em cana-de-agucar

Cont
Hibridos | AGGCAG3 | AGGCAGS5 | AGGCAG8 | AGGCAGY | AGGCAG11 | AGGCAG12 | AGGCAG23 | AGGCAG25 | AGGCAG27 | AGGCAG28 | AGGCAG37 | AGGCAG38 | AGGCAG40 | AGGCAG44 | AGGCAG46 | AGGCAG60 | AGGCAGE7
C078 1 0 0 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1
€079 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1
co81 1 0 0 1 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 0 1 1
C084 0 0 0 1 1 1 0 1 0 1 1 0 1 1 0 1 1
€085 0 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1
€086 0 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1
C087 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
C088 0 1 1 0 1 1 0 0 1 0 1 1 0 1 1 1 1
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Associacdao de marcadores (AFLP) com caracteres de interesse agrondémico em cana-de-agucar

Planilha 13. Dados relativos a 234/96 com Iniciadores E - AGG /M - CAC
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Associacdao de marcadores (AFLP) com caracteres de interesse agrondémico em cana-de-agucar

Cont.

Hibridos
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7.5. Iniciador PCR Especifico

As informagdes abaixo mostram a sequéncia utilizada para o desenho do
iniciador, e uma parte do seu cromatograma, bem como o local de anelamento do

iniciador em negrito, fornecidos pelo programa Primer 3.

GGTCCNCCCANTGNNGACGTGATNNATGNNTAGAGNNGGGCTGANTATATGTN
CCCTTTACCCTAANGATGACCGGGCCGCGATAGTAATTCGNCCTAGTANGNG
AGGCCCCGATTGNTTNACACNATTGGGCNTCGCGCTTGGTTGAAAANNCAGTG
GCACAAAGCTACCGTGTGCCGGTGTTGATGCAAAAGTGGATCTGTAAACACAA
AGGGCTAATACCCGAAATCGATATCCAAAGCGTGCCAGTCGATTTGACCTGTT
ACTCAAGACTCATCA

Figura 1. Cromatograma Parcial da Sequiéncia Especifica que originou o iniciador.

1B Chromatogram: E:\ichely Diniz1010%linhamentos Bioedit 101006%5eq10105P21010.ab1

AUV e Saoler2 File EWichely Dinizl 010\Ainemertos Boedit 101008 Seql 010021010 b1

120 130 140 150 160 170 120
TTONTTHACACHATTGGGCNTCGCGCTTOOTTCAAAANNCAGTOGCACAAAGCTACCOGTGTGOCGGTGTT GATGE

»A Wi e bt

1 GGTCCNCCCANTGNNGACGTGATNNATGNNTAGAGNNGGGCTGANTATATGTINCCCTTTA
61 CCCTAANGATGACCGGGCCGCGATAGTAATTCGNCCTAGTANGNGAGGCCCCGATTGNTT
SES5555555555555>5>>

121 NACACNATTGGGCNTCGCGCTTGGTTGAAAANNCAGTGGCACAAAGCTACCGTGTGCCGG
181 TGTTGATGCAAAAGTGGATCTGTAAACACAAAGGGCTAATACCCGAAATCGATATCCAAA
<L L L L L L L L L LK

241 GCGTGCCAGTCGATTTGACCTGTTACTCAAGACTICATCA

OLIGO start len tm gcs any 3' seqg
LEFT INICIADOR 74 19 62.69 57.89 5.00 2.00
CGGGCCGCGATAGTAATTC

RIGHT INICIADOR 226 20 59.95 50.00 5.00 0.00

TCGGGTATTAGCCCTTTIGTG
SEQUENCE SIZE: 279
INCLUDED REGION SIZE: 279

PRODUCT SIZE: 153, PAIR ANY COMPL: 4.00, PAIR 3' COMPL: 1.00
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