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RESUMO GERAL

No Brasil, nos programas de melhoramento de instituicbes de pesquisa
de cana-de-agucar buscam-se cultivares de Saccharum spp. com caracteristicas
especificas para cada setor, como a industria para producdo de alcool e acUcar,
cultivares para bioenergia, forrageiras e também para producdo de cachaca
artesanal, onde teor de fibra se torna uma caracteristica relevante. O
entendimento dos componentes relacionados a esta caracteristica representa um
grande avanco na selecdo de materiais para este nicho da cadeia produtiva da
cana-de-agUcar. Objetivou-se com esta pesquisa, buscar em bancos de dados,
seqliéncias expressas de proteinas que estejam relacionadas aos teores de fibra
em cana-de-agucar, bem como caracterizar genotipos de Saccharum spp.,
utilizando marcadores moleculares do tipo SSR. Neste sentido foram usados 11
primers, os quais foram desenhados a partir de EST (expression sequence tag)
do genoma da cana-de-agucar, que foram testados em 21 cultivares e 2 espécies
de cana-de-aglcar. Nenhum dos marcadores das proteinas analisadas puderam
ser usados como um padrdo para identificagdo de teor de fibra na cana-de-
acucar. Para a caracterizagdo, foram utilizados 13 primers em 21 cultivares e 2
espécies de cana-de-aglcar. Pelo dendrograma obtido, foi observada a
dissimilaridade entre as cultivares, caracterizando-as por meio dos primers
utilizados. Foi possivel detectar polimorfismo, o que permitiu estimar genétipos
mais divergentes existentes no material estudado.

Palavras-chave: Proteinas relacionadas ao teor de fibra. Microssatélites.
Sequiéncias expressas. Saccharum spp.



GENERAL ABSTRACT

In Brazilian improvement programs of sugar cane research institutions,
Saccharum spp. cultivars with specific characteristics for each sector are sought,
such as the industry for the production of alcohol and sugar, cultivars for
bioenergy, fodder and also for the production of handmade cachacga, where the
fiber content becomes a relevant characteristic. Understanding the components
related to this characteristic represents a major advance in material selection for
this niche of the sugar cane commaodity chain. The objective of this research was
to seek, in databases, expressed sequences of protein that are related to fiber
contents in sugar cane, as well as characterize Saccharum spp. genotypes, using
SSR molecular markers. In this context, 11 primers were used; they were
designed from the EST (expression sequence tag) of the sugar cane genome,
which were tested in 21 cultivars and 2 species of sugar cane. None of the
markers of the analyzed proteins could be used as a standard for the
identification of the fiber content in sugar cane. For the characterization, 13
primers in 21 cultivars and 2 species of sugar cane were used. By the obtained
dendrogram, a dissimilarity was observed among cultivars, characterizing them
through the used primers. It was possible to detect polymorphism, which
allowed to estimate more divergent genotypes existing in the studied material.

Keywords: Protein related to fiber content. Microsatellites. Expressed
sequences. Saccharum spp.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor mundial de cana e de aclcar e o segundo
produtor mundial de etanol, sendo também o maior exportador mundial de
aclcar e etanol. De acordo com o Agrianual (2013), na safra de 2012/13, a
producdo brasileira de cana-de-agUcar para a producdo de acUcar e etanol foi de
596, 63 milhdes de toneladas. No ano de 2012, a area colhida foi de 9, 68
milhdes de hectare, com previsdo para a safra de 2012/2013 de uma produgao
total de alcool etilico de 23, 49 bilhGes de L e 779.862.000 sacas de 50 kg para
producéo de aglcar (AGRIANUAL, 2013).

A cana-de-agUcar (Saccharum spp.) ocupa papel de destaque no cenério
econdmico e social, principalmente na geracdo de divisas, por ser, até entdo, a
principal fonte alternativa para a agroenergia, além da utilizagdo intensiva de
mao-de-obra direta e indireta.

Para se obter sucesso na producdo de acUcar, etanol e outros
subprodutos, € necessario que a producdo de matéria-prima de cana-de-agucar
seja de qualidade. Nesse contexto, as cultivares assumem papel importante a fim
de se garantir lucratividade e produtividade. Dentre os produtos da cana-de-
acucar, encontra-se a cachaca, que € a terceira bebiba destilada mais consumida
no mundo e a primeira no Brasil. Segundo o Programa Brasileiro de
Desenvolvimento da Aguardente de Cana, Caninha ou Cachaca (PBDAC), a
producdo é em torno de 1,3 bilhdo de litros por ano, sendo que cerca de 75%
desse total é proveniente da fabricacdo industrial e 25%, da forma artesanal. O
Brasil consome quase toda a producdo de cachaga; por volta de 1% a 2 %,
apenas, é exportado (2,5 milhdes de litros) e os principais paises compradores
sdo Alemanha, Paraguai, Italia, Uruguai e Portugal. A producdo de cachaca
artesanal ou de alambique est& concentrada nos Estados de Minas Gerais, Rio de

Janeiro, Bahia e S&o Paulo, sendo que os estados mineiro e fluminense
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contribuem com quase 50% de toda a produgdo de cachaca de alambique do
Brasil. Em lojas especializadas, a cachaga artesanal é vendida a pre¢cos muito
altos, dependendo da marca, ou seja, 0 valor agregado na producdo artesanal é
muito elevado, ja que o consumidor adquire um produto praticamente exclusivo
(AGEITEC, 2007).

Atualmente, no Brasil existem quatro programas de melhoramento
genético de cana-de-agUcar, a saber: Programa de Melhoramento do Instituto
Agrondmico de Campinas (IAC); Centro de Tecnologia Canavieira (CTC),
anteriormente desenvolvido pela Cooperativa dos Produtores de Cana-de-agucar
e Alcool do Estado de S&do Paulo (Coopersucar) e a RIDESA (Rede
Interuniversitaria para Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro). Mais
recentemente foi criado o programa Canavialis, que surgiu em 2004
(BARBOSA et al., 2007).

Pelo fato de a cana-de-agucar ser uma cultura perene e pelo fato do
fendtipo ser uma interacdo entre 0 gendtipo e o ambiente, o periodo para o
desenvolvimento de novas cultivares é muito longo e o uso da biotecnologia
pode auxiliar nisso, reduzindo o tempo de obtencdo das mesmas e, neste
contexto, 0 uso de marcadores moleculares estaveis podem auxiliar nos
processos de selecdo assistida.

Atualmente, um método utilizado para o desenvolvimento de
marcadores moleculares € a analise de sequiéncias dos bancos de dados de DNA.
Um desses bancos é o SUCEST, que possui fragmentos de sequéncias expressas
do genoma da cana-de-agUcar. Por meio de recursos computacionais, € possivel
identificar sequéncias de DNA que funcionam como primers para detecgdo de
caracteristicas de interesse, como, por exemplo, o teor de fibra.

Para a producdo de cachaca artesanal, certas caracteristicas se fazem
necessarias, sendo o teor de fibra menor uma das principais, j& que esta

caracteristica permite maior extragdo do caldo, visto o uso de moendas simples
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nesse processo. Assim, o estudo de determinadas proteinas que participam da
composicdo da fibra se torna importante para a deteccdo de cultivares que
apresentem os teores de fibra indicados durante o processo de selecéo.

Também na selecdo de cultivares superiores que possam ser usadas
como genitores elite é fundamental estimar a divergéncia genética entre elas,
além da média e variadncia, para que por meio dos cruzamentos realizados
aumente-se a possibilidade de obtengéo de individuos geneticamente superiores,
gue retinam maior namero de alelos favoraveis relacionados a produtividade.

Obijetivou-se com esta pesquisa, buscar em bancos de dados, seqliéncias
expressas de proteinas que estejam relacionados aos teores de fibra em cana-de-
acucar, bem como caracterizar genoétipos de Saccharum spp., utilizando

marcadores moleculares do tipo SSR.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A cana-de-acucar (Saccharum spp.) ndo é nativa do Brasil, mas se
adaptou muito bem as condi¢es climaticas. Lineu foi o primeiro a classifica-la,

dando nome ao género Saccharum (sacarose em latim).

2.1 Origem e variabilidade do género Saccharum

Existem trinta e duas espécies de cana conhecidas e catalogadas, sendo
cinco as mais importantes e usadas no melhoramento genético por possuirem
caracteristicas importantes (LANDELL; BRESSIANI, 2010), quais sejam:

e  Saccharum officinarum L. (“fabrica de agucar”) - Caracteristicas:
alta riqueza em sacarose, € a mais macia, possui baixo teor de fibra,
muito suscetivel a pragas e doengas e muito exigente em fertilidade
do solo;

e Saccharum spontaneum L. — Caracteristicas: resisténcia a doencas,
pouco exigente em solo, pobre em agUcar e teor de fibra muito alto;

e Saccharum sinensis R. - Caracteristicas: grande desenvolvimento
radicular, médio teor de sacarose e médio teor de fibra.

e  Saccharum barberi J. — Caracteristicas: maior tolerancia a baixas
temperaturas, baixo teor de sacarose e alto teor de fibra;

e Saccharum robustum J. — Caracteristicas: boa adaptacdo a solos
mais Umidos, baixo teor de sacarose e alto teor de fibra;

e Saccharum edule H. — se destaca porque sua inflorescéncia é usada
na alimentacdo humana em Nova Guiné, ndo sendo utilizada nos

programas de melhoramento.
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Toda cultivar atualmente plantada em escala comercial s&o hibridos
interespecificos (Saccharum spp.).

Acredita-se que para as espécies S. officinarum, S. robustum e S. edule o
centro de origem seja a Oceania (regido de Nova Guiné); para as espécies S.
spontaneum e S. barberi o centro de origem seja a Asia (regido da india) e para
a espécie S. sinense o centro de origem seja a Asia (regifo da China)
(LANDELL; BRESSIANI, 2010).

O desenvolvimento de cultivares destinadas a cada setor em particular,
seja ele para a produgdo de agUcar e &lcool, para cachaga de alambique, para
producdo de biomassa, bem como para a forragicultura, tem sido um diferencial
para 0 aumento da producéo nas lavouras em diferentes regides do pais.

De acordo com Agrianual (2013), recomenda-se a adogdo do manejo de
cultivares para aumentar a produtividade média dos canaviais, afirmando que a

locacdo adequada permite aumentar o rendimento agricola em até 40%.

2.2 Melhoramento genético da cana-de-agucar

A cana-de-acucar foi introduzida no Brasil no inicio do século XVI,
introduzindo-se cultivares de S. officinarum, denominadas canas nobres. Assim,
a primeira fase da cultura da cana no Brasil compreendeu o inicio do periodo
colonial até meados do século XVIII.

Por volta de 1850, ocorreu uma epidemia de gomose, doenca causada
por bactéria. Novamente enormes prejuizos na producdo ocorreram para a
industria de agucar no mundo. Essas epidemias levaram a necessidade de buscar
novas opgodes de cultivares. Com isso, surgiram 0s primeiros programas de
melhoramento de cana-de-aglcar em Java e Barbados (SILVA et al., 2007).

Basicamente  nestes programas sdo  desenvolvidos  hibridos

interespecificos, principalmente entre S.officinarum e S. spontaneum, por meio
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de um processo denominado nobiliza¢do. Estes hibridos (Saccharum spp.) foram
introduzidos no Brasil no inicio deste século, dando inicio a uma nova fase da
cultura, substituindo as cultivares Caiana, Cristalina, Listada, Roxa, Rosa e
Manteiga (LANDELL; BRESSIANI, 2010).

Atualmente, sdo quatro os programas de melhoramento de cana-de-
aclcar no Brasil: o da RIDESA (Rede Interuniversitaria para Desenvolvimento
do Setor Sucroalcoleiro) que € o maior programa de melhoramento genético de
cana no Brasil, produzindo as variedades de sigla RB e com estagdo de
cruzamento de cana localizada em Serra do Ouro-AL; o CTC (Centro de
Tecnologia Canavieira), ex COOPERSUCAR, produzindo atualmente as
variedades de sigla CTC e com estacdo de cruzamento em Camamu- BA; o IAC
(Instituto Agrondmico de Campinas), produzindo as variedades IAC e estacdo
de cruzamento em Serra Grande-BA; e a CANAVIALIS, empresa privada do
grupo Monsanto, com as variedades CV, com estagdo de hibridacdo em Macei6-
AL (BARBOSA,; SILVEIRA, 2010).

Os centros se localizam no litoral, pois ali encontram-se as melhores
condicbes para a viabilidade do grdo de podlen durante o periodo de
florescimento, que no Brasil vai de maio a julho. Neste periodo, nestas regides
h& pequenas diferencas entre temperaturas diurnas e noturnas, temperaturas
sempre superiores a 15°C, alta umidade relativa e alta insolagdo (proximidade
com o mar), luminosidade e fotoperiodo adequados, entre outras caracteristicas.

Do ponto de vista agronbmico, a ocorréncia do florescimento é
prejudicial e indesejavel, pois acarreta deslocamento de energia que estava
armazenada no colmo em forma de sacarose para a inflorescéncia. Outro aspecto
refere-se ao fendmeno do chochamento ou “isoporizagdo”, que na maioria das
vezes esta relacionado com o florescimento (secamento do interior do colmo
pelo secamento das células parenquimentosas) (BARBOSA; SILVEIRA, 2010).
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Existem dois métodos bésicos de melhoramento para a cana-de-agulcar -
introducdo e a hibridagdo. A introducéo consiste em trazer cultivares obtidas de
outros paises; em seguida esse material passa por fase de quarentena, € estudado
e comparado com os melhores hibridos nacionais para ver se ha superioridade.
Um exemplo é a variedade NA 56-79 que foi obtida na Argentina e se adaptou
bem em condicBes brasileiras, ndo sendo mais plantada por ser suscetivel ao
carvdo e a ferrugem. A introducdo hoje é feita para melhorar os bancos de
germoplasma dos programas de melhoramento. J& a hibridacdo consiste no
cruzamento entre materiais genéticos diferentes, se dividindo em dois tipos
principais: o cruzamento bi-parental (presenca de um macho e uma fémea) e o
policruzamento (varios machos e fémeas cruzando livremente), o que
proporciona maior variabilidade. No cruzamento biparental atuam como fémeas
as linhagens macho-estéreis que existem na natureza (ndo liberam polen porque
suas anteras ndao se abrem) ou aquelas em que se faz a emasculacdo. Nesta
altima mergulha-se as paniculas em agua quente a 50°C por 5 minutos para
inviabilizar o grdo de pélen (BARBOSA,; SILVEIRA, 2010).

Segundo estes mesmos autores, a cultivar é a tecnologia mais importante
e de menor custo para o produtor. E a base que sustenta todas as demais
tecnologias de producdo, assumindo papel decisivo para 0 sucesso do
empreendimento. E importante ressaltar que cultivares melhoradas sio as
tecnologias que mais contribuiram para os ganhos de produgdo e produtividade
verificados nos Gltimos 40 anos. Dentre as cultivares mais plantadas no Brasil,
atualmente a RB867515 é uma das mais relevantes para a producéo, tanto para
acucar e alcool, quanto para a producédo de forragem.

Assim, a variabilidade genética disponivel para selecdo provém de
cruzamentos realizados entre genitores de interesse. Estabelecer quais genitores
deverdo ser cruzados € uma das etapas mais importantes de um programa de

melhoramento.
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O programa de desenvolvimento de novas cultivares de cana-de-agUcar é
por natureza essencialmente de longa duracdo. Normalmente o lancamento de
novos materiais tem ocorrido ap6s cerca de 13 anos de inimeras avaliacdes dos
clones por meio de experimentos, observando-se a reacdo as doencas e pragas,
longevidade, riqueza e a produtividade dos mesmos em diferentes ambientes de

producéo.

2.3 Cana-de-agucar para a producéo de cachaca de alambique

Cachaga é a denominacdo tipica e exclusiva da aguardente de cana
produzida no Brasil, com graduacao alcodlica de trinta e oito a quarenta e oito
por cento em volume, a vinte graus Celsius, obtida pela destilacdo do mosto
fermentado de cana-de-agUcar com caracteristicas sensoriais peculiares, podendo
ser adicionada de acUcares até seis gramas por litro, expressos em sacarose
(SEBRAE, 2006).

O reconhecimento da cachaca como bebida destilada do Brasil teve
inicio em 1982 com o diagnostico feito pelo Instituto de Desenvolvimento
Integrado de Minas Gerais (INDI), que fez com que os produtores atentassem
para o grande potencial econémico e social da cachaga de alambique e a grande
necessidade de organizar o setor. Nesse sentido, em 1988, foi criada a
Associacdo Mineira dos Produtores de Aguardente de Qualidade (Ampaq),
empenhando-se na divulgagdo e sua valorizagdo, criando também o selo Ampaq
que deu grande impulso e credibilidade a cachaga mineira. J& em 1992 foi criado
0 Programa Mineiro de Incentivo & Producdo de Aguardente (Prd-cachaga)
(MINAS GERAIS, 1992).

A producdo de cachaca de alambique em Minas Gerais tem importante
papel na economia do Estado, gerando renda anual estimada de 1,5 bilhdes de

reais e empregando direta e indiretamente cerca de 240 mil pessoas, sendo 8.466
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estabelecimentos produtores, com producdo de 230 milhdes de litros/safra,
representando 18% da producéo nacional de aguardentes (SEBRAE, 2002).

Merece destaque, na atualidade, um novo grupo de consumidores de
cachaca, os consumidores das classes sdcio-econdmicas média e alta, motivados
pela melhoria da qualidade da bebida e pelas a¢Bes promocionais realizadas,
principalmente, pelas associacfes de produtores, destacando-se a Feira / Festival
Nacional da Cachaca, realizada anualmente em Belo Horizonte. Outra acdo de
impacto é a divulgacdo da marca Cachaca de Minas nos mercados mundiais,
notadamente na Europa.

A cachaga mineira ¢ um produto tipicamente rural. Os alambiques,
espalhados pelo estado, estdo localizados em propriedades rurais, utilizando a
cana-de-acUcar por elas produzida. Segundo pesquisa realizada pelo SEBRAE -
MG, 95,5% dos estabelecimentos entrevistados utilizam cana-de-agucar
produzida na propriedade, 38,6% usam méao-de-obra familiar e / ou 82,2 % usam
mé&o-de-obra contratada. O porte do alambique e 0 volume de produgdo estdo
limitados aos recursos disponiveis na propriedade.

Porém, o sucesso da atividade precisa atender toda a cadeia produtiva,
com importante destaque para a producdo de matéria-prima de qualidade, sendo
a cultivar a tecnologia mais importante e de menor custo para o produtor.

Atualmente, nos programas de melhoramento da cana-de-acUcar sao
desenvolvidas novas cultivares que ampliam a produtividade de energia (agucar,
alcool e fibra), atendendo as usinas sucroalcooleiras que buscam maior
eficiéncia e rentabilidade, mas ndo atendendo satisfatoriamente ao produtor de
cachaca de alambique.

Por meio de estudos de melhoramento genético seria dificil reunir em
uma sO cultivar todas as caracteristicas desejaveis para o fornecimento de
matéria-prima para a producdo de cachaca. Contudo, certas caracteristicas

fazem-se necesséarias como o maximo de produtividade em colmo e sacarose,



24

rapido desenvolvimento inicial, bom fechamento das entrelinhas, boa brotacdo
de soqueira, colmos com didmetro médio e uniforme, despalha esponténea ou
facil, auséncia de jocal e principalmente o teor de fibra mais baixo. Essa ultima
caracteristica permite maior extracdo do caldo pelas moendas simples, situacao
que se diferencia da industria e das sele¢des de variedades para a producdo de
acucar e alcool, pois no préprio processo de selecdo, durante o melhoramento, as
cultivares com menor teor de fibra ndo sdo visadas.

Dessa forma, para muitas caracteristicas ainda ndo existem informagoes
sobre numero, posi¢do cromossdmica e efeito e interacbes dos locos que
controlam sua expressdo (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Cultivares provenientes da engenharia genética sdo ainda um desafio
para os programas de melhoramento da cana-de-aglUcar, mas representam uma
grande oportunidade para obtencdo de caracteres de interesse para cada setor,
além de reducédo do impacto ambiental.

2.4 Caracteristicas da fibra da cana-de-agucar

O colmo responde por mais de 80% do total de matéria seca da cana-de-
acucar madura, sendo assim é de se esperar que a qualidade do colmo influencie
mais a qualidade da planta inteira do que as folhas. De acordo com Carvalho et
al. (2010), os resultados obtidos na planta inteira se aproximaram mais dos
valores encontrados para o colmo, evidenciando a importancia dos valores desta
fracdo em programas de melhoramento genético da cana-de-agucar.

O bagaco € um material ligninocelulésico que consiste de feixes de
fibras e outras estruturas elementares como, vasos do parénquima e células
epiteliais. Sua composicdo média é de 50% de umidade, 2% de Brix (solidos
soliveis em &gua), 46% de fibra (32 — 50% de celulose, 19 — 25% de
hemicelulose e 23-32% de lignina) e 2% de cinzas (PANDEY et al., 2000).
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Materiais lignocelulésicos na forma de biomassa de plantas, como o
bagaco de cana-de-agucar, sdo 0s mais abundantes complexos orgéanicos de
carbono e sdo constituidos, principalmente, de trés componentes: celulose,
hemicelulose e lignina.

A lignina, um dos principais componentes presente no bagaco de cana-
de-acucar é um polimero derivado de grupos fenilpropandides, repetidos de
forma irregular. Esses grupos que constituem a lignina sdo altamente
condensados e muito resistentes a degradacdo. A lignina é o mais importante
componente ndo-carboidratado da biomassa lignocelulésica, sendo depositada na
rede de carboidratos da parede celular secundaria das plantas, durante o seu
crescimento (HENDRIKS; ZEEMAN, 2009). Juntamente com a celulose e a
hemicelulose, a lignina € um dos principais constituintes da planta, sendo
responsével pela sua resisténcia. Ela ocorre na parede celular de plantas
superiores em diferentes composi¢des, como, por exemplo em madeiras duras,
de 25 a 35%; em madeiras macias, de 18 a 25% e em gramineas, de 10 a 30%
(LARS et al., 2000).

Basicamente, a celulose € o biopolimero mais abundante em ambiente
terrestre e compde um esqueleto que é formado por substancias estruturais
(hemicelulose) e envoltdrias (lignina), que estdo fortemente associadas e ligadas
covalentemente (FENGEL; WEGENER, 1989). As moléculas de hemicelulose
estdo quase paralelas as fibrilas de celulose, enquanto a lignina apresenta-se de
forma aleatéria, conferindo maior estabilidade a parede.

Do ponto de vista econbmico, a presenca de altos teores de ligninas em
vegetais representa maior custo de producgéo ou baixa produtividade, em alguns
setores. Na obtencdo da polpa de celulose e papel a partir da madeira, por
exemplo, a lignina deve ser removida por meio de um tratamento quimico

severo, que € oneroso tanto em termos financeiros quanto ambientais. Na
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pecudria, os altos teores de ligninas em plantas forrageiras determinam baixa
digestibilidade, caracterizando pastagens de baixa qualidade.

Assim também, a presenca de altos teores de lignina em cultivares de
cana-de-acUcar destinadas a producdo artesanal de cachaca pode representar

menor producdo da mesma.

2.5 Proteinas relacionadas ao teor de fibra

Ligninas sdo compostos fendlicos encontrados nas paredes secundarias
do sistema vascular vegetal e desempenham importantes papéis bioldgicos,
reduzindo a permeabilidade da parede celular em relacdo a agua, estando
também envolvidas em mecanismos de defesa contra patégenos. Respondendo
por 25 a 30% da biomassa terrestre, as ligninas representam o segundo mais
abundante biopolimero do planeta, sendo superadas apenas pela celulose. Dessa
forma, a lignificagdo é um processo altamente regulado decorrente da
biossintese das ligninas.

Funcionalmente, a rigidez e a hidrofobia dos polimeros de lignina sdo
importantes para 0 suporte mecanico, caracteristica que provavelmente permitiu
a melhor adaptacdo das plantas a vida terrestre (MONTIES, 1989), a condugdo
de agua (NORTHCOTE, 1989) e a defesa vegetal ao ataque de patdgenos
(VANCE; KIRK; SHERWOOD, 1980). Além disso, as ligninas parecem exercer
um importante papel na ancoragem e sustentacdo de polissacarideos da parede
celular durante a deposi¢do dos mesmos.

A lignificacdo € um processo bioquimico que abrange a biossintese de
monolignois, seu transporte e a polimerizagdo na parede celular, que em
primeiro estadio é altamente mediado por enzimas intrinsecas a formagdo dos
precursores nos compartimentos citoplasméaticos. O segundo estadio de

formacdo da lignina ocorre na parede celular e caracteriza-se pela reagcéo de
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oxidacdo desidrogenativa dos monoligndis disponiveis. As enzimas oxi-
redutoras tais como peroxidases e isoenzimas correspondentes, atuam na
polimerizacdo da lignina, dentro da parede celular, formando um complexo
coordenado com peroxido de hidrogénio.

A lignina tem sido considerada a macromolécula com vital importancia
na sustentacado, resisténcia aos fatores bioldgicos, quimicos e fisicos (VANCE;
KIRK; SHERWOOD, 1980). Além disso, desempenham um importante papel
no crescimento e desenvolvimento da planta (ROGERS; CAMPBELL, 2004),
gue provavelmente permitiu a adaptacdo das plantas aquéticas a vida terrestre
(BARCELDO, 1997; INOUE et al., 1998).

A lignina também é indispensavel em diversos processos biol6gicos dos
quais 0s mais importantes sdo, assegurar a existéncia de vias rapidas de
circulagdo da &gua, minerais e conferir rigidez necessaria a manutencdo da
verticalidade do caule principal a varios metros de altura, ndo apresentando
mobilidade entre paredes celulares, o que torna compreensivel a preservagao
desse material ao longo de milhares de anos sob a face da terra, em condicGes
rigorosas de alteragcdo ambiental (ABREU; NASCIMENTO; MARIA, 1999).

Sob condicbes de anoxia, portanto, sua degradacdo torna-se
extremamente dificil, de forma a exigir um alto teor de oxigénio durante o
processo de degradacdo (DAVIN; LEWIS, 2000). Sua arquitetura molecular
difere segundo a origem botéanica dos taxons, entre células e até mesmo dentro
da parede celular, respondendo aos efeitos abioticos e bidticos do ambiente
(KITAYAMA et al.,, 2004). Normalmente as plantas detém mecanismos
coordenados de deposicédo da lignina, assim sua sintese obedece aos conceitos da
topoquimica onde o tempo e local de deposicdo pode ser enddgena e
exogenamente afetado (DONALDSON, 2001).

O metabolismo dos fenilpropandides inclui uma série complexa de

caminhos bioquimicos que proporcionam as plantas milhares de combinagoes.
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Muitos destes sdo intermediédrios na sintese de substancias estruturais das
células, como a lignina (BOATRIGHT et al., 2004). Estes caminhos se
ramificam gerando varias substincias com funcBes essenciais no
desenvolvimento da planta e interac6es ambientais (ALLINA et al., 1998).

Nestes caminhos ha atuacdo de enzimas fundamentais para a biossintese
da lignina. Durante a formacdo dos precursores da lignina algumas dessas
enzimas atuam sobre o nucleo aromatico dos fenilpropandides, introduzindo
hidroxilas em C-3 e C-5 e as metilando em seguida enquanto outras
desempenham importante papel na reducéo da cadeia lateral.

Dentre essas enzimas, a o-galactosidase estd bem distribuida em
microrganismos, plantas e animais. De um modo geral, ela é capaz de hidrolisar
tanto moléculas simples como moléculas mais complexas, como
oligossacarideos e polissacarideos (GUIMARAES et al., 2001). Esta enzima
apresenta diferentes funcbes nas plantas, e esta presente em todos os tecidos que
contém a-galactosideos (ALANI; SMITH; MARKAKIS, 1989). Para Dopico,
Nicolas e Labrador (1989) a a-galactosidase tem participacdo no crescimento
das plantas, ja que reacBGes enzimaticas que ocorrem na parede celular acabam
promovendo a hidrdlise de glucanos e a quebra de ligagdes dos seus 49
polissacarideos, estando a a-galactosidase envolvida nesse processo. Além disso,
a mesma atua no reconhecimento celular, no transporte de aglcares e como
glicoproteina na organizagdo de sistemas multi-enzimaticos. Tal enzima tem
também acdo antibidtica contra as bactérias do solo, protegendo a planta contra
substancias o-galactosidicas fitotoxicas produzidas por microrganismos
invasores.

A o-galactosidase tem também aplicagdo tecnoldgica na producéo de
acucar de beterraba, sendo utilizada para remover a rafinose do melago de

beterraba e aumentar o rendimento da sacarose (SHIBUYA et al., 1995).
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A Cinamil Alcool Desidrogenase (CAD) catalisa 0 Gltimo passo na
biossintese do monolignol, reduzindo-os a aldeidos e nos Alcoois
correspondentes. A enzima CAD reduz vérios aldeidos, durante diferentes fases
de desenvolvimento. Além da funcdo de regulacdo da lignificacdo, varios genes
da CAD foram caracterizados em resposta a patdgenos em plantas
(KIEDROWSKI et al., 1992). A enzima CAD regula a composi¢do da lignina
G:S detectada em inimeras plantas, cujo polimorfismo sugere que esta enzima
apresenta especificidade diferenciada na composicdo da lignina de
Gimnospermas e Angiospermas.

Celulase é um complexo enzimético, cujas enzimas atuam
sinergicamente e estdo subdivididas em trés classes: endoglucanases, que
quebram as ligagdes glicosidicas das cadeias de celulose criando novos
terminais; celobio-hidrolases, responsaveis pela acdo nos terminais levando a
celobiose; e 1,4-B-D-glucosidades que hidrolisam a celobiose a glicose. As
endoglucanases atuam randomicamente nas regides amorfas da celulose e de
seus derivados, hidrolisando ligagdes glicosidicas p-(1,4). Sua atividade
catalitica pode ser medida pela diminuicédo da viscosidade do meio decorrente da
diminuigdo de massa molar média de celulose ou derivados de celulose.

A laccase entre outras oxidases também promovem oxidacdo
desidrogenativa dos monolignois na parede celular (RANOCHA et al., 2002). A
laccase catalisa a oxidagdo de diversos substratos como os polifendis, diaminas e
alguns compostos inorgéanicos. As reagdes de oxidagdo com a laccase envolvem
a transferéncia de elétrons de uma molécula para outra. Por outro lado, a laccase
sozinha ndo é capaz de oxidar compostos ndo fenolicos. Embora o exato papel
da laccase na degradacgéo da lignina esteja por esclarecer, tem-se provado que,
na presenca de mediadores, compostos ndo fenolicos da lignina podem ser

degradados.
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A laccase catalisa a oxidagdo de varios compostos organicos acoplada a
reducdo de oxigénio molecular em &gua. Esta enzima apresenta uma larga
especificidade para o substrato redutor catalisando a oxidacdo de varios
compostos aromaticos nomeadamente fendlicos. A sua funcdo metabdlica
consiste na decomposicdo de polimeros aromaticos naturais bem como a
polimerizacdo de produtos de oxidacdo e a degradacdo de substancias
xenobidticas, desempenhando um papel extremamente importante na
biodegradacéo de compostos lenhocelulésicos (JONSSON et al.,1995).

As glicosyltransferases sdo as enzimas responsaveis pela glicosilacéo
que ocorre nas Ultimas etapas da biossintese e a adi¢do dos agUcares. Essas
enzimas apresentam certo grau de flexibilidade com relacdo ao nucleotideo
doador quanto ao nucleotideo receptor (TREFZER et al., 2001).

As quitinases estdo presentes em bactérias, fungos, plantas, insetos,
crustaceos e alguns vertebrados, podendo apresentar varias fungdes como
metabolismo de quitina, mecanismos de defesa contra patégenos e estresse
abidtico, nutricdo e parasitismo (MATSUMOTO, 2006). Estas catalisam a
hidrélise de quitina, um homopolimero linear de unidades de B-1,4 Nacetil-D-
glucosamina (GIcNAc) (COLLINGE et al., 1993) que é comumente encontrado
em exoesqueleto de insetos, concha de crustaceos e em parede celular de fungos
e participam em diversas funcBes biolégicas, como a defesa, digestdo de
nutrientes, morfogénese e patogénese. Essas Sao expressas constitutivamente em
niveis relativamente baixos em todos os Orgdos e tecidos das plantas,
compartimentalizadas no vacuolo e apoplasto (KASPRZEWSKA, 2003).

As quitinases de plantas fazem parte do grupo de proteinas denominadas
PR (proteinas relacionadas a patogenesis), capazes de induzir resisténcia, local
ou sistémica, ao ataque de fungos e outros fitopatégenos (FRETTINGER et al.,
2006). Posteriormente, descobriu-se que as proteinas PR, incluindo as

quitinases, sdo também induzidas por VvArios outros estresses, como estiagem,
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salinidade, danos mecénicos, metais pesados e reguladores do crescimento
vegetal (PATEL et al., 2009).

A via metabdlica da lignina e as enzimas envolvidas na sua sintese vem
sendo caracterizadas nos Ultimos anos. Uma série de genes que codificam
diferentes enzimas envolvidas na biossintese da lignina foram identificados em
diferentes espécies de plantas. A biossintese de lignina estd acoplada ao
metabolismo dos fenilpropandides, apresentando enzimas compartilhadas com
outros processos metabdlicos tais como as estudadas no presente trabalho: alpha-
galactosidase, alcool cinamilico desidrogenase (CAD), endoglucanase, laccase,
glycosiltransferase e chitinase.

Enguanto as etapas enzimaticas e 0s substratos envolvidos na biossintese
dos precursores primarios das ligninas estdo relativamente bem caracterizados,
pouco se sabe a respeito da formacdo do polimero de lignina per se, sua
estrutura in situ e sua biodegradacéo.

Em certos tipos de mutantes de milho e sorgo, um aumento na
digestibilidade foi associado a uma reducéo no teor de lignina. Uma redugdo na
atividade de CAD e catecol-O-metiltransferase (COMT), importantes enzimas
envolvidas na biossintese de lignina, vem sendo demonstrada. Visando
compreender 0os mecanismos de regulacdo génica envolvidos na biossintese das
ligninas, em varios trabalhos tem-se buscado a caracterizagdo de enzimas e
genes envolvidos nessa rota metabodlica. Estas observacdes tém motivado
diferentes grupos de pesquisa a alterarem o conteldo ou a composicéo da lignina
em plantas modelo, assim como culturas de interesse econdmico, por meio de
engenharia genética. O entendimento e a manipulacéo dos elementos envolvidos
na regulacdo desses genes possibilitara a obtencdo de plantas arboreas e
forrageiras com teores de ligninas mais adequados aos diversos fins industriais

Ou & pecuaria.
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Visando compreender os mecanismos de regulacdo génica envolvidos na
sintese de ligninas em plantas, ENDT et al. (2013) tiveram como objetivo isolar
e caracterizar o gene codificador da enzima alcool cinamilico desidrogenase
(CAD) de E. saligna, espécie arborea para a producdo de celulose e papel. Este
trabalho representou um primeiro passo para o esclarecimento dos mecanismos
génicos envolvidos na biossintese de ligninas em E. saligha e para a futura
modulag&o dos teores ou composicao deste biopolimero.

Rosa Junior et. al. (2005) ao estudarem a identificacdo de genes
responsivos ao metil-jasmonato (MeJA) em cana-de-agUcar, moléculas
sinalizadoras envolvidas no desenvolvimento da planta e na resposta aos
estresses, concluiram que a busca por dominios conservados em proteinas
desconhecidas e a analise digital do perfil de expressdo de mRNA revelaram
possiveis proteinas novas relacionadas a estresses induzidas por MeJA e 0s
tecidos onde os genes regulados por MeJA sdo preferencialmente expressos.

Ferro et al., (2007) analisaram o perfil de expressdo dos genes da cana-
de-acucar envolvidos na interacdo com Leifsonia xyli subsp. xyli, agente
etioldgico do raquitismo-da-soqueira. Eles observaram que na cultivar suscetivel
foi reprimido uma EST com similaridade a lipase, enzima de membrana, que faz
parte da sintese do jasmonato, o qual ativa as defesas vegetais contra patdgenos
de plantas, observando dessa forma possiveis fungBes para os genes induzidos
ou reprimidos nas cultivares de cana tolerante ou resistente ao raquitismo-da-
soqueira.

Ao estudarem a andlise de expressao de genes relacionados a biossintese
de lignina em sorgo, Ribeiro et al. (2012), observaram que modificacdes na
atividade das enzimas presentes na via biossintética da lignina alteram o
contetido de lignina na parede celular. Como exemplo, a regulacdo negativa da
atividade das enzimas HCT e C3H que atuam no inicio da via é a mais eficiente

para reduzir o teor de lignina. Chen e Dixon (2007) demonstraram que a
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regulacdo negativa destes genes foi mais eficaz em reduzir o teor de lignina em
plantas de alfafa transgénicas para os mesmos, do que a regulacdo negativa de
genes cujas proteinas atuam posteriormente na rota, demonstrando a importancia
dos mesmos para sintese de lignina.

Estes trabalhos demonstram que a manipulacdo genética da via
biossintética da lignina pode auxiliar no desenvolvimento de gendtipos de cana-
de-aclcar que apresentem composi¢do de parede mais adequada para produgédo
de cachaga artesanal. Portanto, o0 melhor entendimento da via podera auxiliar no
desenvolvimento de marcadores moleculares a serem utilizados em programas
de melhoramento de cana-de-agUcar para selegdo de materiais com menores
niveis de lignina. Dessa forma, visando a alteracdo da composi¢ao ou teores de
ligninas em plantas por meio da modulagdo da expressdo de genes
biossintetizantes, estudos mais aprofundados dos mecanismos de regulacéo

génica devem ser conduzidos.

2.6 Marcadores moleculares

Atualmente uma das questBes mais relevantes é entender como 0s
elementos na seqiiéncia de DNA sdo utilizados para a expressdo de seus genes,
em que condi¢des cada produto génico é sintetizado e, uma vez sintetizado, qual
sua funcao.

Vérios projetos objetivando estudar o conjunto de genes de algumas
espécies de gramineas foram desenvolvidos, como por exemplo, o projeto de
seqliéncias expressas (ESTs- Expressed Sequence Tags) do arroz (SASAKI,
1998) e do milho (GAI et al., 2000), sendo também langcados programas para
entender 0 mecanismo genético da cana-de-aglcar no Brasil, feitos pela
COPERSUCAR e FAPESP.
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Com o advento de projetos ESTs, como o SUCEST (Sugarcane EST
Project), foram sugeridas novas técnicas capazes de avaliar a expressdo de
milhares de genes simultaneamente. Neste projeto, 26 bibliotecas de cDNA
foram construidas a partir da extragdo de RNA total de vérias fontes: calos,
raizes, diferentes estagios de folhas, colmos, plantas infectadas com patégenos,
etc. (VETTORE et al., 2001). Dessa forma, ESTs sdo obtidos, resultando em
clusters, que sdo agrupamentos das ESTs de acordo com o alinhamento das
sequéncias consenso (no sentido 5°—3).

Nas Ultimas décadas, variagdes na seqiliéncia de DNA tém sido
intensamente exploradas como marcador genético para 0 mapeamento do
genoma de vérias espécies. Contudo, a tendéncia atual é considerar como
caracteristicas desejaveis para o marcador molecular ideal, a alta informag&o por
loco e a facilidade e a rapidez com que se obtém tais informagdes (OGLIARI,
1999).

Na cultura da cana-de-agucar, as primeiras associacdes significativas
detectadas foram por meio de marcadores RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) e as seguintes caracteristicas: namero de perfilhos, contetido
de sacarose e fibra, peso fresco, diametro médio de colmos e perfilhos com flor
ou com ferrugem (SILLS et al., 1995). Em uma progénie do cruzamento entre S.
officinarum X S. robustum foram identificadas regides genémicas associadas a
QTL (Quantitative Trait Loci) referentes a varias caracteristicas, dentre elas
porcentagem de fibra e teor de sacarose. O acesso MQ77-340 foi avaliado para
caracteres relacionados a agucar, fibra, peso de colmo, toneladas de cana por
hectare (TCH) e toneladas de agUcar por hectare (TSH). Para todos os caracteres
analisados, foram mapeados varios marcadores com efeitos positivos e negativos
(REFFAY et al., 2005).

Kido (2003), observou que na populacdo SP 80-180 X SP80-4966 foram

detectados pelas anélises de ANAVA (Anélise de Variancia), regressdo linear e
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intervalo composto, associagdes significativas (P<0,005) de marcadores AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism) com altura e diametro de colmos,
namero de perfilhos, brix (% no caldo), fibras (%), %POL na cana e tonelada de
cana por hectare.

Outra variacdo dessa tecnologia sdo os microssatélites, também
conhecidos como SSR que sdo marcadores baseados na amplificacdo de um a
seis nucleotideos, comumente repetidos de 10 a 60 vezes em tandem (GUPTA,;
VASISHT; BAHL, 1996). Porém, geralmente o nimero de repeticbes e o
comprimento total desses SSRs nestas regifes sao relativamente pequenos.

Dentre suas vantagens, podem-se destacar alta reprodutibilidade,
heranga mendeliana, codominancia, distribuicdo casualizada por todo o genoma
e bom nivel de polimorfismo. Além disso, requer pouca quantidade de DNA
para sua amplificacdo, permite a semi-automatizacdo em ensaios mutiplex e séo
transferiveis entre genotipos, populagdes e laboratorios. Essas vantagens fazem
com que os SSRs sejam ideais para 0 mapeamento e deteccdo de QTLs, desde
que existam informacdes sobre a sequéncia dos primers que amplificam os
microssatélites (GRATTAPAGLIA, 2001).

Outro uso importante no estudo com marcadores moleculares faz com
que o conhecimento de genes expressos diferencialmente durante o processo de
infecgdo auxilie na elucidacdo dos mecanismos de respostas da planta que levam
a toleréncia a diversas doencas. A identificacdo de genes induzidos na variedade
tolerante infectada pelo patdgeno pode levar, ainda, ao estabelecimento de genes
candidatos utilizdveis como marcadores moleculares em programas de
melhoramento genético, ou no desenvolvimento de plantas geneticamente
modificadas agregando caracteristicas desejadas.

Com a aplicacdo de ferramentas biotecnoldgicas especificas, a
exploracdo das seqliéncias obtidas da cana-de-agucar tem possibilitado a analise

do genoma complexo da cultura e a compreensdo de quais sdo 0S genes e vias
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metabdlicas que controlam pardmetros bioquimicos e fisioldgicos especificos e
como esses sdo regulados, a fim de selecionar os caracteres de interesse para
cada setor. Além do uso de marcadores moleculares na estimativa da divergéncia
genética e na selecdo de genitores com caracteres desejaveis por reduzir gastos
na manutencdo de populacdes experimentais, estes podem também acelerar o
processo de obtencdo dos gendtipos desejaveis e pela sua eficiéncia, ja que
podem estar fisicamente ligados a locos que determinam a caracteristica de
interesse, ndo sendo influenciados pelo ambiente (ALZATE-MARIN et al.,
2005).
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RESUMO

O menor teor de fibra da cana-de-agUcar permite maior extracdo do
caldo, pois no alambique artesanal, utiliza-se moendas simples, situagéo
diferente da producdo de acUcar e alcool. Assim, para producdo de cachaca
artesanal torna-se importante o desenvolvimento de genétipos de Saccharum
spp. com baixo teor de fibra. Marcadores moleculares contribuem para o
direcionamento dos programas de melhoramento e reduzem o tempo gasto para
a obtencdo de novas cultivares. Objetivou-se, neste trabalho, buscar em bancos
de dados, sequiéncias expressas de proteinas relacionadas ao teor de fibra em
cana-de-acUcar e posterior desenho de primers a fim de testar a eficiéncia destes
primers na identificacdo dos teores de fibra em cultivares comerciais. Foram
identificadas sequéncias expressas das proteinas alpha-galactosidase, alcool
cinamilico desidrogenase (CAD), endoglucanase, laccase, glycosiltransferase e
chitinase. A partir dessas seqiiéncias foram desenhados 11 primers simple
sequence repeat (SSR) que foram posteriormente testados em 21 cultivares e 2
espécies. De acordo com o dendrograma gerado, observou-se que no grupo 1
foram agrupadas cultivares com baixo e médio teores de fibra e somente do
grupo CTC (Centro de Tecnologia Canavieira); no grupo 2 foram agrupadas
duas cultivares RB (RIDESA) com alto e médio teores de fibra; o grupo 3 possui
cultivares RB, todas as cultivares SP (Sdo Paulo) e as espécies, correlacionando
médio e alto teores de fibra na sua grande maioria; 0 grupo 4 possui somente
cultivares CTC com médio e alto teores de fibra e o ultimo grupo com cultivares
CTC somente com alto teores de fibra. Assim, a analise comparativa destes
genes podera servir para a identificacdo de marcadores moleculares em
programas de melhoramento genético, bem como em projetos que visem a
manipulacdo do metabolismo de lignina em cana-de-agucar. Nenhum dos
marcadores das proteinas analisadas puderam ser usados como um padrdo para
identificacdo de teor de fibra na cana-de-agucar.

Palavras-chave: Cana-de-agUcar. Lignina. Sequéncias expressas. Banco de
germoplasma.
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ABSTRACT

The lower fiber content in sugar cane allows a greater juice extraction
because, in a handmade alembic, simple mills are used, which is different from
the production of sugar and alcohol. Thus, for the production of handmade
cachaca, the development of Saccharum spp. genotypes with low fiber content
becomes important. Molecular markers contribute to the direction of
improvement programs and reduce the time spent on the obtention of new
cultivars. The objective of this study was to seek, in databases, expressed
sequences of protein that are related to the fiber content in sugar cane and a
subsequent primer design, in order to test the efficiency of these primers in the
identification of fiber contents in commercial cultivars. Expressed sequences of
the following proteins were identified: alpha-galactosidase, cinnamyl alcohol
dehydrogenase (CAD), endoglucanase, laccase, glycosyltransferase and
chitinase. From these sequences, 11 simple sequence repeat (SSR) primers were
designed, which were subsequently tested on 21 cultivars and 2 species.
According to the generated dendrogram, it was observed that, in group 1,
cultivars with low and medium fiber contents, and only from the CTC (Centro
de Tecnologia Canavieira) group, were grouped; in group 2, two RB (RIDESA)
cultivars with high and medium fiber contents were grouped; group 3 has RB
cultivars, all SP (Sdo Paulo) cultivars and the species, mostly correlating
medium and high fiber contents; group 4 has only CTC cultivars with medium
and high fiber contents and the last group with CTC cultivars only with high
fiber contents. Thus, the comparative analysis of these genes can be used for the
identification of molecular markers in genetic improvement programs, as well as
in projects that aim to manipulate lignin metabolism in sugar cane. None of the
markers of the analyzed proteins could be used as a standard for the
identification of the fiber content in sugar cane.

Keywords: Sugar cane. Lignin. Expressed sequences. Germplasm bank.



47

1 INTRODUCAO

A producdo de cachaca no Brasil € uma atividade desenvolvida em
praticamente quase todo territdério nacional desde a era colonial. Além da
producdo de etanol e agUcar, 0 agronegdcio da cachaca de alambique é de grande
destague nacional. Com o apoio dos 6rgdos de fomento, pesquisa e associa¢es
de produtores, o setor empenha-se na divulgacdo e valorizacdo da cachaca
mineira, que vem ocupando espaco nas adegas da elite brasileira, sendo
inclusive reconhecida mundialmente como bebida exclusiva do Brasil. A
cachaga mineira é um produto tipicamente rural com porte do alambique e o
volume de producdo limitado aos recursos disponiveis na propriedade. Ha
atualmente o crescimento de um novo grupo de consumidores de cachaca, 0s
consumidores das classes socio-econdmica media e alta, motivados pela
melhoria da qualidade da bebida e pelas a¢cGes promocionais realizadas, além da
divulgacdo da marca Cachaca de Minas nos mercados mundiais, notadamente na
Europa.

Nos programas de melhoramento genético da cana-de-agUcar buscam-se
a obtencdo de cultivares que agreguem uma série de atributos favoraveis, tanto
no ambito agrondmico, como no industrial. E com esse intuito que pesquisas
estdo sendo realizadas para que o teor de fibra esteja inserido nos parametros de
gualidade, de forma a evitar aumentos de perdas de sacarose (SEGATO et al.,
2006). Até o momento, cultivares comerciais de cana-de-agucar registradas no
Brasil, apresentam baixo, médio e alto teor de fibra, e, segundo Ripoli e Ripoli
(2004) geralmente s&o utilizadas as que apresentam médio e alto teor de fibra
(11 a 13%). J& para a fabricacdo de cachaga, um baixo teor de fibras seria mais
interessante.

A fibra da cana-de-aglcar é a parte solida da planta formada por

celulose, hemicelulose, ligninas, pentosanas, pectinas e outros componentes. Eo



48

material que d& sustentacdo a planta e a formagdo aos 6rgdos de conducdo da
seiva e estocagem do caldo e seus constituintes (FERNANDES, 2000). Esta
relacionada com a colheita, normalmente na condicéo de tornar os colmos eretos
evitando o tombamento e, na inddstria, com o balango térmico da usina. A fibra
também é empregada nos célculos de determinacGes expressas em porcentagem
de cana, como a POL (sacarose aparente), ATR (Agucar Total Recuperavel), AR
(Acucar Redutor) e demais parametros que definem a qualidade da cana-de-
acucar como matéria-prima. Ha dificuldade de se conhecer o teor real de fibra
em funcdo dos varios fatores envolvidos (STUPIELLO, 2001). De acordo com
Marques, Marques e Tasso Junior (2001) na fase de extracdo o aumento no teor
de fibra de cana resulta na dificuldade da moenda em extrair do caldo a sacarose.
Isso acontece, pois a fragdo do caldo, uma vez extraida, em parte é reabsorvida
pela fibra da cana. A quantidade reabsorvida varia de forma proporcional ao teor
de fibra na matéria-prima, o que resulta em maiores perdas de sacarose no
bagaco, ou seja, menor eficiéncia nas moendas, usadas na producdo de cachaca
artesanal.

No processo de lignificacdo, algumas proteinas se fazem presentes,
atuando na polimerizagdo ou degradacdo da lignina, dentre elas a a-
galactosidase, alcool cinamilico desidrogenase (CAD), endoglucanase, laccase,
glycosiltransferase e chitinase estudadas no presente trabalho. Sendo que a
enzima o-galactosidase se encontra bem distribuida em microrganismos e tem
participagdo no crescimento das plantas (GUIMARAES et al., 2001); a CAD
tem a funcdo de regulagdo da lignificacdo (KIEDROWSKI et al., 1992); as
endoglucanases quebram as ligagdes glicosidicas das cadeias de celulose
(OGEDA; PETRI, 2010); a laccase atua na degradacdo da lignina (LEWIS;
SARKANEN, 1998); as glicosyltransferases sdo as enzimas responsaveis pela

glicosilacdo que ocorre nas ultimas etapas da biossintese da lignina (TREFZER
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et al., 2001) e as chitinases catalisam a hidrdlise de quitina e sdo reguladoras do
crescimento vegetal (PATEL et al., 2009).

O projeto genoma da cana-de-agucar (SUCEST) representou um marco
histdrico na biotecnologia e no melhoramento da cultura ao sequenciar mais de
260.000 genes expressos, possibilitando a identificacdo e isolamento de genes de
interesse econémico. Com isso, conjunto de dados de ESTS, etiqueta de
sequéncia expressa, estdo sendo desenvolvidos. Associado a isso, a evolugdo de
ferramentas de bioinformatica permite a réapida identificacdo e o
desenvolvimento de marcadores, representando uma alternativa para o
desenvolvimento de primers, para a identificagdo de caracteristicas importantes
em cultivares de cana-de-acucar.

Para a espécie Saccharum officinarum, é de extrema relevancia a
compreensdo do seu complexo genoma com conseqiiéncia direta no
melhoramento genético da espécie. Analisando os ESTs, por exemplo, pode-se
inferir sobre fatores bioldgicos vitais ao desenvolvimento da planta, como vias
de transducdes de sinais, genes responsaveis pelo desenvolvimento da planta,
estresse bidtico e abidtico, regulacdo génica, presenga de elementos
transponiveis, analise de polimorfismos, constituicdo das organelas e varios
outros assuntos relacionados ao metabolismo da planta (ARRUDA, 2001).

Porém, até o momento, ndo foram identificados marcadores moleculares
associados a caracteristica teor de fibra. Nesta pesquisa objetivou-se buscar em
bancos de dados, seqliéncias expressas de proteinas relacionadas ao teor de fibra

em cana-de-agUcar e posterior obtencdo de marcadores.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Genética Molecular

do Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

2.1 Selecdo das sequéncias

Para a selecdo de ESTs, foram realizadas buscas no banco de dados
SOGI(SaccharumofficinarumGeneindexhttp;//compbio.dfci.harvard.edu/tgi/CGlI
-bin/tgi/gimain.pl?gudb=s_officinarum) usando palavras chave relacionadas ao
teor de fibra, caracteristica importante na producdo de cachacga, juntamente com
seqliéncias obtidas no UniGene disponiveis no NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/UGOrg.cgi?TAXID=4547). Os 11
primers desenhados correspondem as seqiéncias das proteinas alpha-
galactosidase, alcool cinamilico desidrogenase (CAD), endoglucanase, laccase,

glycosiltransferase e chitinase.

2.2 Desenho dos primers

As seqliéncias de ESTs selecionadas foram salvas no formato FASTA e
armazenadas em arquivo de texto. Foi utilizado o programa Primer3
(www.frodo.wi.mit.edu) (ROZEN; SKALETSK, 2000) para o desenho dos
primers. Os parametros fisicos analisados foram semelhantes com a finalidade
de assegurar o desempenho entre os pares de primers. Os primers foram
sintetizados pela Invitrogen.

As sequéncias dos marcadores desenhados por meio do programa
PRIMER3, bem como as temperaturas de anelamento estdo disponiveis na
Tabela 1.


http://www.frodo.wi.mit.edu/

Tabela 1 Marcadores moleculares,
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com suas respectivas seqiiéncias e

temperaturas de anelamento, utilizados na analise molecular em
gendtipos de cana-de-aglcar.

Loco Sequéncia (5°— 3°) T. Anelamento
ALFAGALAC1 F:CGT CTC TGC TCT GCACTC TG 52°C
R: ATACCACGCTTGCCCACTT
ALFAGALAC?2 F: ATA GAT GAT TGC TGG GCA GA 52°C
R: GGT GTC AGG ACATACATCTTGC
CAD1 F:GGCTTT CTT TCC GAAGGC TA 52°C
R: GCACCG TGT CGA TGA TGT AG
CAD2 F: ACCTCG GGG CTT CAAAGT A 52°C
R: CAC CTC CTC GAC GTT GCT
ENDO1 F: CGT CGACCA GAAGTT TGT GA 52°C
R: GGC AGC CAT TTC AGATGC TA
ENDO2 F: CGATAC AGCCCC AATGGAT 52°C
R: TGG GAA CAT TGG AGG AAT TG
ENDO3 F: CGC CAT CAAGTT CAACTATCC 52°C
R: AGT ACC ACC CAG GCG TGT CT
LACC1 F: CGT CTT CTC CGC ATG TCC 55°C
R: GCGGTG GTG TTG TCG AAC
LACC2 F: CTG ACG ACG CCT CCA AAC 55°C
R: ATCTACCCCCTC GGATGA TG
GLYCOSIL1 F: GCG GCC AAG GAG AGA GTG 50°C
R: GCAGCATCT TGC GGA AGT C
CHITI1 F: GAG GAT CTT GGC GGT CCT 52°C

R:

TTT TTA AGC AGG TGA GGT TGG

Alpha-galactosidase (ALFAGALAC), alcool cinamilico desidrogenase (CAD),
endoglucanase (ENDO), laccase (LACC), glycosiltransferase (GLYCOSIL) e chitinase

(CHITI).

2.3 Material vegetal

Utilizaram-se as cultivares CTC1, CTC2, CTC7, CTCS8, CTC9, CTC14,
CTC15, CTC16, RB925345, RB867515, RB935744, RB855453, RB835486,
RB925211, SP81-3250, SP80-1842, RB72454, SP83-2847, SP89-1115, SP84-

2025, SP91-1285 e como testemunhas a cana “Caiana” (Saccharum officinarum

L.), por ser a cana de maior maciez, apresentando baixo teor de fibra e alta

riqueza em sacarose e Saccharum spontaneum por possuir caracteristicas de alto

teor de fibra e por ser pobre em agucar.
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As cultivares foram obtidas do painel de variedades localizado no

campus na Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

A seguir, na Tabela 2 sdo apresentadas as classificacdes quanto aos

teores de fibras das cultivares utilizadas no trabalho, de acordo com as

caracteristicas que cada programa de melhoramento disponibiliza quando

liberacdo para comercializacdo. A avaliacdo do teor de fibra foi feita pelo

método de prensa e sua classificacdo se da de acordo com 0s seguintes

pardmetros: baixo teor de fibra (menor que 11%), médio teor de fibra (11-13%)
e alto teor de fibra (maior que 13%) (RIPOLI; RIPOLI, 2004).

Tabela 2 Classificagdo dos teores de fibra das cultivares utilizadas (1 a 23

cultivares)
Cultivares Teor de fibra (%)
1) CTC1 Baixo
2)CTC2 Médio
3)CTC7 Médio
4) CTC8 Alto
5) CTC9 Médio
6) CTC14 Alto
7) CTC15 Alto
8) CTC16 Alto
9) RB925345 Alto
10) RB867515 Médio
11) RB935744 Médio/alto
12) RB855453 Médio
13) RB835486 Médio
14) RB925211 Médio/alto
15) SP81-3250 Alto
16) SP80-1842 Alto
17) RB72454 Médio
18) SP83-2847 Médio
19) SP89-1115 Baixo
20) SP84-2025 Alto
21) SP91-1285 Médio
22) S. officinarum Baixo
23) S. spontaneum Alto

Baixo teor de fibra (menor que 11%), médio teor de fibra (11-13%) e alto teor de fibra

(maior que 13%) (RIPOLI; RIPOLI, 2004).
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2.4 Extracdo do DNA

As folhas jovens foram coletadas de cada planta, pela manha, ainda
Umidas. Em seguida, foram armazenadas em sacos plasticos e colocadas em
isopor com gelo para posterior extracdo do DNA, seguindo protocolo de Ferreira
e Gattaplaglia (1998) para extragdo de DNA genbmico.

As folhas foram maceradas em N, liquido até a obtencdo de um pé bem
fino. Apés isso, foram adicionados, a 200 mg do tecido vegetal, 350 pL do
tampéo de extracdo CTAB 2% (CTAB 2%; 100 mM Tris-HCI pH 7,8; 20 mM
de EDTA pH 8,0; 1,4 mM NaCl; 2% de 2 mercaptoetanol) e incubados a 65°C,
por 1 hora, homogeneizando a cada 15 minutos. Ao final deste periodo, resfriou-
se as amostras por 5 minutos e foram adicionados 350 uL de cloroférimo-alcool
isoamilico (24:1) que foram homogeneizados por 25 minutos no agitador por
inversdo para obtencdo de uma emulsdo, que posteriormente foi centrifugada,
por 10 minutos, a 14.000 rpm. Ao sobrenadante foram adicionados 250 pL de
isopropanol gelado e a emulsdo foi misturada por inversdo 5 vezes e
acondicionada no freezer por 1 hora. Em seguida a emulséo foi centrifugada por
10 minutos, a 14.000 rpm. Em seguida, foi descartado o sobrenadante e
adicionados 140 pL de etanol 70% gelado para a precipitacdo do DNA,
homogeneizando-se manualmente os tubos, que foram centrifugados a 14.000
rpm por 10 minutos. Apds a centrifugagdo o sobrenadante foi descartado,
deixando os tubos secarem a temperatura ambiente até a completa evaporacao da
solucédo de etanol. Apds a secagem, o pellet foi ressuspendido com 50 L de TE
pH 8,0. Em seguida, foram adicionados 2 pL de RNAse (10 mg/mL) e as
amostras foram incubadas, a 37°C, por 30 minutos.

O DNA foi quantificado por meio do espectrofotdmetro Nano Vue e a

sua qualidade foi avaliada em gel de agarose 0,7%.
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2.5 Reacdes de PCR

As reacOes de amplificacdo tiveram volume final de 12,01 pl, contendo,
10 ng de DNA, 0,2 mM de cada dNTP, 0,4 mM do oligonucleotideo iniciador,
tampdo de reacdo 1X, e 0,4 unidades de Taq polimerase. Em seguida as reacdes
foram amplificadas em termociclador Eppendorf MasterCycler Gradiente 5331.
Apos a desnaturagdo inicial a 94° C por dois minutos, cada ciclo de amplificacdo
correspondeu a: 94° C por 45 s, 15 s de anelamento (conforme a temperatura de
cada par de primers identificada através de um gradiente de temperatura
variando de 50° C a 55° C) e elongacdo a 72° C por 30 s. Apds 32 ciclos,
procedeu-se a extensao final por 2 mina 72°C.

Os produtos de amplificacdo foram separados em gel de poliacrilamida
8% imerso em tampéo TBE (0,45 M de tris-borato, 0,01 M de EDTA pH 8,0) a
140 V durante 2 horas. Decorrido este tempo, os géis foram tratados solucéo de
nitrato de prata a 0,2% e solugdo reveladora (NaOH). Ap6s dez minutos de
tratamento em cada solugdo, os produtos de amplificacdo foram visualizados em
transluminador de luz branca e fotografados em camara fotografica. Os produtos
da amplificacdo, visualizados no gel, produzidos por cada primer, foram
utilizados na elaboracdo de uma matriz de similaridade genética, por meio do
registro da presenca (1) e da auséncia (0) de bandas no perfil eletroforético de

cada cultivar.

2.6 Analise

A estimativa da similaridade genética (Sgij) entre cada par de gendtipos

foi calculada pelo coeficiente de Jaccard, representado pela seguinte expressdo:
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Coeficiente de jaccard: Sgij= a

a+ b+c

sendo
a= presenca de banda em ambos o0s genétipos i e j;
b= presenca de banda no individuo i e auséncia de banda no individuo j;

c= auséncia de banda no individuo i e presenca de banda no individuo j.

Com base no coeficiente de similaridade de Jaccard, os genétipos foram
agrupados pelo Unweighted Pair-Group Method, ou UPGMA, utilizando-se o
programa XLSTAT (Addinsoft®, versdo 2011.2.04).

Em seguida foi calculada a dissimilaridade, com o objetivo de
representar o grau de divergéncia genética entre as diferentes cultivares. A
dissimilaridade é um complemento da similaridade (Dis= 1-Sim), é um indice de
divergéncia.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisadas as seqliéncias do banco de dados associadas a

caracteristica teor de fibra e gerados os primers.

3.1 Desenho dos primers

Como estratégia de utilizar seqliéncias aleatdrias buscou-se aumentar a
probabilidade de serem identificados marcadores associados a caracteristica teor
de fibra, a partir de componentes que compdem ou degradam a lignina, principal

constituinte da fibra.

3.2 Amplificagio dos fragmentos

Os 11 pares de primers (Alfagalac 01; Alfagalac 02; CAD 01; CAD
02; Endo 01; Endo 02; Endo 03; Lacc 01; Lacc 02; Glycosil Ole Chiti 01)
desenhados para teor de fibra testados nos 23 gendtipos de cana proporcionaram
146 produtos de amplificacdo, os quais forneceram uma média de 13,27 bandas
por par de primer.

Os coeficientes de dissimilaridade de Jaccard (SSR) para todos os 23
gendtipos variaram de 0,150 a 0,544., sendo a dissimilaridade média entre os 23
gendtipos estudados de 38,11%. Um corte feito a 0,386 (média) separou 0s
genotipos em cinco grupos, o primeiro grupo (cor verde) é formado pelas
cultivares CTC1, CTC2 e CTC7; o segundo grupo (cor rosa) é formado por
RB925345 e RB861515; o terceiro grupo (cor vermelha) é formado por
RB935744, RB855453, RB835486, RB925211, SP81-3250, SP80-1842,
RB72454, SP83-2847, SP89-1115, SP84-2025, SP91-1285, S. officinarum e S.
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spontaneum; o quarto grupo (cor azul) é formado por CTC8, CTC9e CTCl4e0
quinto e ltimo grupo (cor cinza) é formado por CTC 15 e CTC16 (Figura 1).

A maior dissimilaridade genética (0,544) foi observada entre as
cultivares RB835486 e CTC1. A primeira cultivar apresenta medio teor de fibra
e a segunda baixo teor. A menor dissimilaridade (0,150) foi observada entre as
cultivares SP80-1842 e RB72454, com alto e médio teores de fibra,
respectivamente, que encontram-se no mesmo grupo de acordo com O
dendrograma, podendo ser explicada provavelmente por terem como genitores

cultivares CP (Canal Point (EUA)), mais especificamente a cultivar CP53-76.
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Figura 1 Dendrograma gerado pelo método UPGMA por meio da matriz de
dissimilaridade de Jaccard, por primers SSR, entre acessos de
Saccharum spp..

De acordo com o dendrograma e as classificagdes dos teores de fibras

apresentadas na Tabela 2, observa-se que no grupo 1 (CTC1, CTC2 e CTC7)
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foram agrupadas cultivares com baixo e médio teores de fibra e somente do
grupo CTC (Centro de Tecnologia Canavieira); o grupo 2 (RB925345 e
RB861515) agrupa duas cultivares RB (RIDESA) com alto e médio teores de
fibra; o grupo 3 (RB935744, RB855453, RB835486, RB925211, SP81-3250,
SP80-1842, RB72454, SP83-2847, SP89-1115, SP84-2025, SP91-1285, S.
officinarum e S. spontaneum) possui cultivares RB, todas as cultivares SP (Séo
Paulo) e as testemunhas, correlacionando médio e alto teores de fibra na sua
grande maioria; o grupo 4 (CTC8, CTC9 e CTC14) possui somente cultivares
CTC com médio e alto teores de fibra e o Gltimo grupo (CTC 15 e CTC16) com
cultivares CTC somente com alto teores de fibra.

Lopes (2011) avaliou o uso da abordagem de mapeamento por
associagdo na deteccdo de associagbes importantes entre marcadores
moleculares do tipo SSR e AFLP e os caracteres altura, diametro e nimero de
colmos, fibra % cana, Pol % cana e tonelada de cana por hectare em cana-de-
acucar, em quatro regides. A analise de associacdo sugeriu doze associagdes
envolvendo os caracteres nimero de colmos, Pol % cana e tonelada de cana por
hectare, ndo conseguindo nenhuma associa¢do com a caracteristica fibra.

Trabalhando com mapeamento de QTLs em cana-de-aglcar, Anoni
(2011) objetivou detectar QTL em uma populacdo de irmdo completo de cana-
de-actcar utilizando o método de mapeamento por intervalo em uma populagéo
de 220 individuos. Os caracteres avaliados foram % fibra, Pol %, producéo de
cana por parcela e producéo de agucar por parcela. Observou-se que 57 QTLs
foram mapeados, sendo 14 QTL para o caréter fibra (R*= 12,6%), 19 para Pol%,
12 para producdo de cana por parcela e 12 para producdo de aglcar por parcela.
Assim, de acordo com o autor, seu trabalho contribuira para futuros estudos que
tenham como objetivo a melhor compreensdo da arquitetura genética dos

caracteres quantitativos da cana-de-agucar.
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Embora as cultivares utilizadas sejam oriundas de programa diferentes,
a similaridade foi muito grande tanto dentro dos grupos guanto entre 0S grupos
(Figura 2). As razdes para isso podem ser decorrentes do nimero baixo de
primers utilizados e até relacionadas ao grau de parentesco entre os individuos
mesmo sendo de programas diferentes.

Dissimilaridade

-

Grupo4

Grupo 1l
Grupo 5
Grupo 3

Grupo

Figura 2 Dendrograma com as divisdes dos grupos gerados pelo método
UPGMA por meio da matriz de dissimilaridade de Jaccard, por
primers SSR, entre acessos da cole¢do da UFLA.

Os primers foram desenhados a partir de sequéncias de DNA que
correspondem a proteinas, identificadas em banco de dados, que fazem parte da
rota da lignina e celulose, principais constituintes da fibra. Como algumas
sequéncias encontradas foram de tamanho grande, foram desenhados mais de
um par de primer para a mesma proteina, como no caso da alpha-galactosidase
(ALFAGALACO01 e ALFAGALACO02), alcool cinamilico desidrogenase (CAD)

(CADO1 e CADO02), endoglucanase (ENDOOQ1, ENDOOQ2 e ENDOO03) e laccase
(LACCO01 e LACCO02).
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Ao analisar os géis, algumas bandas se destacam das demais, mostrando-
se capazes de identificar cultivares de diferentes teores de fibra, dentre os
gendtipos avaliados.

No gel referente a proteina a-galactosidase, primer ALFAGALACO01
(Figura 3) fica evidente duas bandas mais fortes na posicdo de 250pb para os
gendtipos CTC1 e CTC7, com baixo e médio teores de fibra respectivamente.
Essas cultivares ficaram no mesmo grupo, de acordo com o dendrograma

gerado.
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Figura 3 Polimorfismo genético em genoétipos de cana-de-agUcar utilizando o
primer ALFAGALACL. 1 a 23 genoétipos avaliados (1) CTC1; 2)
CTC2; 3) CTC7; 4) CTCS8; 5) CTC9; 6) CTC14; 7) CTC15; 8) CTC16;
9) RB925345; 10) RB861515; 11) RB935744; 12) RB855453; 13)
RB835486; 14) RB925211; 15) SP81-3250; 16) SP80-1842; 17)
RB72454; 18) SP83-2847; 19) SP89-1115; 20) SP84-2025; 21) SP91-
1285; 22) S. officinarum e 23) S. spontaneum).M- marcador molecular
(100bp).

No outro gel, para o primer ALFAGALACO02 (Figura 4) referente a
mesma proteina, na mesma posi¢do de 250pb, somente uma banda aparece na
cultivar CTC7 (médio teor de fibra) se destacando dos demais. Assim, pode-se
inferir que esta proteina seria um possivel marcador molecular para a
identificacdo da cultivar CTC. Como a proteina alpha-galactosidase participa do
crescimento das plantas, ela se destacou em uma cultivar que apresenta médio

teor de fibra.
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Figura 4 Polimorfismo genético em gend6tipos de cana-de-aglcar utilizando o
primer ALFAGALACO02. 1 a 23 gendtipos avaliados (1) CTC1; 2)
CTC2; 3) CTC7; 4) CTC8; 5) CTC9; 6) CTC14; 7) CTC15; 8)
CTC16; 9) RB925345; 10) RB861515; 11) RB935744; 12)
RB855453; 13) RB835486; 14) RB925211; 15) SP81-3250; 16)
SP80-1842; 17) RB72454; 18) SP83-2847; 19) SP89-1115; 20)
SP84-2025; 21) SP91-1285; 22) S. officinarum e 23) S.
spontaneum). M- marcador molecular (100bp).

Em andlise do gel CADO1, referente a proteina &lcool cinamilico
desidrogenase, uma banda se destaca na posi¢do de 350pb, para as cultivares
CTC8, CTC15, SP80-1842, SP83-2847, SP84-2025 e SP91-1285, todas com
médios e altos teores de fibra, classificando-as das demais para esta
caracteristica. Também se destaca a auséncia de bandas, nesse gel, na posicao de
500pb, nas cultivares CTC2, CTC7, CTC9, SP89-1115 e SP84-2025, com médio
e alto teores de fibra, na sua maioria, separando, portanto, cultivares CTC e SP
para essa caracteristica. Como essa enzima catalisa e regula a lignificacdo, é de
se esperar que esteja associada aos médios e altos teores de fibra.

Para a proteina endoglucanase (Figura 5), o ndo aparecimento de banda
na posic¢do de 380pb difere as espécies utilizadas como testemunhas no trabalho.
Observa-se a auséncia dessa banda para a espécie S. spontaneum (que apresenta
alto teor de fibra) enquanto na S. officinarum ela se faz presente. Também se
encontra ausente a banda nas cultivares CTC1, CTC2, CTC7, CTC8, CTC14,
CTC16, RB935744, RB925211, RB72454 e SP83-2847, com médio e alto teores
de fibra, com excec¢do da cultivar CTC1 que apresenta baixo teor. Também ha
distingdo dentro das espécies na posicdo de 150 pb, onde uma banda se destaca

na espéecie S. officinarum (baixo teor de fibra) e na cultivar SP91-1285, que
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apresenta 11,08% de fibra, sendo classificado como médio teor de fibra, porém
pouco acima do considerado baixo teor de fibra (menor que 11%). Dessa forma,
pode-se inferir que esse marcador destaca bandas em cultivares com baixos
teores de fibra e estas se ausentam em cultivares com médio e alto teor de fibra,
classificando os genotipos de interesse para essa caracteristica. Isto se mostra
verdade, na medida que a endoglucanase quebra as ligacbes de celulose, se

ausentando portanto, nas cultivares com maiores teores de fibra.

M 12 345 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 M

Figura 5 Polimorfismo genético em genotipos de cana-de-agUcar utilizando o
primer ENDOL. 1 a 23 gen6tipos avaliados (1) CTC1; 2) CTC2; 3)
CTC7; 4) CTC8; 5) CTC9; 6) CTC14; 7) CTC15; 8) CTC16; 9)
RB925345; 10) RB861515; 11) RB935744; 12) RB855453; 13)
RB835486; 14) RB925211; 15) SP81-3250; 16) SP80-1842; 17)
RB72454; 18) SP83-2847; 19) SP89-1115; 20) SP84-2025; 21)
SP91-1285; 22) S. officinarum e 23) S. spontaneum). M- marcador
molecular (100bp).

Para a laccase e o primer LACCO02 (Figura 6) também houve distingdo
entre as espécies utilizadas. Na posi¢do de 150pb, houve auséncia de banda na
espécie S. spontaneum e também nas cultivares CTC14 e CTC15, todos com
altos teores de fibra. Assim, esse primer também nos permite inferir que houve
classificagdo das cultivares quanto & auséncia de bandas para a caracteristica alto
teor de fibra. Como a laccase atua na degradacdo da lignina, j& era de se esperar
que esta tenha baixa expressao nas cultivares com alto teor de lignina.
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150pb

Figura 6 Polimorfismo genético em genoétipos de cana-de-agUcar utilizando o
primer LACCO02. 1 a 23 genotipos avaliados (1) CTC1; 2) CTC2; 3)
CTC7; 4) CTC8; 5) CTC9; 6) CTC14; 7) CTC15; 8) CTC16; 9)
RB925345; 10) RB861515; 11) RB935744; 12) RB855453; 13)
RB835486; 14) RB925211; 15) SP81-3250; 16) SP80-1842; 17)
RB72454; 18) SP83-2847; 19) SP89-1115; 20) SP84-2025; 21) SP91-
1285; 22) S. officinarum e 23) S. spontaneum). M- marcador
molecular (100bp).

A auséncia de bandas também foi 0 que se destacou quanto ao primer
GLYCOSILO1 (Figura 7) desenhado para a proteina glycosiltransferase. Na
posicdo de 110pb, esta ndo apareceu para as cultivares CTC15, RB935744 e
RB855453, todas apresentando médio e alto teores de fibra. Houve também
distincdo entre as espécies na posicdo de 350 pb nesse mesmo gel, ja que a
banda ndo apareceu para a espécie S. spontaneum (alto teor de fibra) e as
cultivares CTC8, CTC9, RB855453, RB835486, RB925211 e RB72454, todas
também classificadas com médio e alto teores de fibra. Pode-se inferir que por
meio desse marcador molecular consegue-se distinguir cultivares de médio e alto

teor de fibra pela auséncia de bandas.
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Figura 7 Polimorfismo genético em genotipos de cana-de-acUcar utilizando o
primer GLYCOSILO1. 1 a 23 gendtipos avaliados (1) CTC1; 2) CTC2,;
3) CTC7; 4) CTC8; 5) CTC9; 6) CTC14; 7) CTC15; 8) CTC16; 9)
RB925345; 10) RB861515; 11) RB935744; 12) RB855453; 13)
RB835486; 14) RB925211; 15) SP81-3250; 16) SP80-1842; 17)
RB72454; 18) SP83-2847; 19) SP89-1115; 20) SP84-2025; 21) SP91-
1285; 22) S. officinarum e 23) S. spontaneum). M- marcador
molecular (100bp).

Por ultimo, o primer CHITIOL, desenhado para a proteina chitinase,
também se destaca pela diferenciacdo por auséncia de bandas. Na posi¢do de
150 pb, esta ndo aparece nas cultivares CTC8, CTC14, RB925345, RB867515,
RB935744, RB855453, RB835486 e SP81-3250, todas classificadas como
médio e alto teores de fibra, mostrando que esse marcador também pode ser
usado para a classificacdo de cultivares com esta caracteristica.

Embora néo tenha sido possivel indicar um marcador especifico para as
proteinas analisadas, pode-se verificar uma coeréncia entre os padrdes dos géis e

0s agrupamentos gerados pelo coeficiente de Jaccard.
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4 CONCLUSAO

o Nenhum dos marcadores analisados pode ser usado como um padrdo

para identificacdo de teor de fibra em cana-de-agucar.
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RESUMO

A caracterizacdo de gendtipos € importante tanto em bancos de
germoplasma, em programas de melhoramento, quanto no registro de cultivares
para a comercializacdo. Para a maioria das espécies, esta caracterizacdo é feita
por meio de marcadores morfolégicos, porém esses marcadores apresentam
algumas limitagdes para a distin¢do de genotipos de espécies que apresentam
estreita base genética como a cana-de-agucar, principalmente por sofrerem efeito
do ambiente e pelo baixo grau de polimorfismo. Os marcadores moleculares
SSR sdo uma alternativa para a identificagdo de gendtipos de cana-de-agucar por
apresentarem ampla cobertura do genoma, resultando em elevado grau de
polimorfismo. Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a
divergéncia genética de cultivares e espécies de cana-de-acUcar do painel de
acessos da Universidade Federal de Lavras, UFLA. Foram utilizados 13 primers
para a caracterizagdo de 21 cultivares e 2 espécies de cana-de-agUcar. Pelo
dendrograma obtido a partir do coeficiente de Jaccard, foi possivel detectar
baixo polimorfismo a partir dos marcadores SSR. Os gendtipos foram agrupados
em quatro grupos, o que permitiu distinguir genotipos mais divergentes
existentes no material estudado, que possam ser utilizados em programas de
melhoramento da cana-de-agUcar.

Palavras-chave: Similaridade genética. Acessos de cana-de-aglcar. Marcadores
SSR.
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ABSTRACT

Genotypic characterization is important, both in germplasm banks, in
improvement programs, and in the record of cultivars for marketing purposes.
For most species, this characterization is performed by morphological markers,
but these markers have some limitations regarding genotype distinction for
species that present a narrow genetic base, such as sugar cane, mainly for
suffering the effect of the environment and for the low degree of polymorphism.
SSR morphological markers are an alternative for the identification of sugar
cane genotypes, for presenting a wide genome coverage, resulting in a high
degree of polymorphism. This study was performed in order to evaluate the
genetic diversity of cultivars and species of sugar cane in the access panel of
Universidade Federal de Lavras, UFLA. 13 primers were used for the
characterization of 21 cultivars and two species of sugar cane. Through the
dendrogram obtained by the Jaccard coefficient, it was possible to detect a low
polymorphism from SSR markers. The genotypes were grouped into four
groups, which allowed to distinguish the most diverse existing genotypes in the
studied material, which can be used in sugar cane improvement programs.

Keywords: Genetic similarity. Sugar cane accesses. SSR markers.
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1 INTRODUCAO

Em instituicBes de pesquisa tém sido desenvolvidas novas cultivares de
cana-de-acUcar resistentes a doencas, estresses abidticos e com altas
produtividades, para atender a demanda do mercado nacional.

Para assegurar o direito do obtentor sobre a cultivar desenvolvida, foi
aprovada no Brasil a Lei de Protecdo de Cultivares (n° 9456 de 22 de julho de
1997) (BRASIL, 2003). Porém, para que uma cultivar seja langada no mercado,
ela ndo precisa ser protegida, mas deve estar, obrigatoriamente, inscrita no
Registro Nacional de Cultivares.

Segundo Aguiar et al. (2004), marcadores morfoldgicos tem sido
utilizados como descritores minimos para a protecdo e registro de cultivares.
Porém, em espécies com estreita base genética, como a cana-de-aglcar, esses
marcadores apresentam algumas limitacdes por serem influenciados pelo
ambiente e por serem expressos somente nas plantas adultas (VIEIRA et al.,
2010). Ja os descritores de DNA apresentam a vantagem de representar todo o
gendétipo, mantendo consisténcia nos resultados, evitando o problema da
expressdo do fendtipo (WUNSCH; HORMAZA, 2002). Dessa forma, 0s
marcadores moleculares do tipo microssatélites, ou SSR, sequéncias simples
repetidas, sdo uma alternativa para a diferenciacdo de cultivares de cana-de-
acucar, ja que apresentam ampla cobertura do genoma (SAWPNA et al.,2011),
sendo Uteis também em estudos de divergéncia genética.

Estudos de divergéncia genética sdo importantes para o conhecimento da
variabilidade genética das populacdes e possibilitam 0 monitoramento de bancos
de germoplasma (CRUZ; CARNEIRO, 2003), pois geram informacdes Uteis
para a preservacao e o uso dos acessos (TOQUICA et al., 2003).

A busca constante de novas cultivares por meio do melhoramento

genético tem possibilitado a selecdo de genotipos mais promissores e adaptados
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as diversas condicdes edafoclimaticas do pais (SIMOES NETO et al., 1999).
Com o desenvolvimento de novas cultivares, tém crescido, nas ultimas décadas,
0 interesse pela caracterizacdo de cultivares em todo o mundo, devido a
necessidade de protecdo de cultivares comerciais em um mercado econdémico
cada vez mais competitivo (MILACH, 1999).

A maioria das cultivares de cana-de-aclcar hoje plantadas sdo hibridos
provenientes dos programas de melhoramento brasileiros que usam
preferencialmente as cultivares nacionais como progenitores (BARBOSA,
2001). Assim, o uso generalizado de cultivares comerciais adaptadas ao sistema
agricola, na maioria das vezes oriundas de ancestrais muito préximos, com
pequena distancia genética entre si, pode levar ao estreitamento da base genética
(ALMEIDA et al., 2005). Nesse contexto, 0 conhecimento da diversidade
genética entre cultivares comerciais em programas de melhoramento de plantas €
importante para os melhoristas na identificacdo e organizacdo dos recursos
genéticos disponiveis, visando a utilizacdo destes na producdo de novas
cultivares promissoras (PALOMINO et al.,, 2005). Complementando esse
entendimento, Silva et al. (2007) retratam que para a cana-de-agucar, a
estimativa da divergéncia genética entre diferentes genétipos vem sendo
estudada, visando a selecdo de genitores para formacédo de hibridos ou mesmo a
formacdo de novas populagdes segregantes, oriundas do intercruzamento de
gendtipos divergentes com caracteristicas agrondmicas superiores.

Obijetivou-se com este trabalho avaliar a divergéncia genética de acessos

de cana-de-agucar do painel varietal da Universidade Federal de Lavras, UFLA.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Genética Molecular

do Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

2.1 Material vegetal

Foram avaliados 23 genétipos de Saccharum spp., sendo 21 cultivares
comerciais e duas espécies (S. officinarum e S. spontaneum) provenientes do
painel varietal da Universidade Federal de Lavras, MG.

As atuais plantas cultivadas de cana-de-agucar (cultivares) sdo hibridos
originados de cruzamentos interespecificos envolvendo principalmente plantas
de S. officinarum e S. spontaneum. A genealogia dos materiais esta apresentada
na Tabela 1.

Tabela 1 ldentificacdo das 23 cultivares de cana-de-aclcar quanto aos genitores
e procedéncia. UFLA, Lavras, MG.

Gendtipos Genitores Procedéncia
CTC1 LCP8110 x ? Centro de Tecnologia Canavieira, Brasil
CTC2 SP82-1176 x ? Centro de Tecnologia Canavieira, Brasil
CTC7 RTT8618 x ? Centro de Tecnologia Canavieira, Brasil
CTC8 SP81-3493 x ? Centro de Tecnologia Canavieira, Brasil
CTC9 SP81-3493 x ? Centro de Tecnologia Canavieira, Brasil
CTC14 SP80-1842 x SP77-5181 Centro de Tecnologia Canavieira, Brasil
CTC15 SP84-2025 x ? Centro de Tecnologia Canavieira, Brasil
CTC16 Informac@es ndo obtidas Centro de Tecnologia Canavieira, Brasil
RB925345 H591966 x ? RIDESA, Brasil
RB861515 RB72454 x ? RIDESA, Brasil
RB935744 RB835089 x RB765418 RIDESA, Brasil
RB855453 TUC717 x? RIDESA, Brasil

RB835486 L6014 x ? RIDESA, Brasil
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RB925211
SP81-3250
SP80-1842
RB72454
SP83-2847
SP89-1115
SP84-2025
SP91-1285

S. officinarum

S. spontaneum

RB855206 x ?
CP701547 x SP71-1279
SP71-1088 x H575028
CP5376 x ?

HJ5741 x SP70-1143
CP731547 x ?

C01007 x SP71-6180
Informac@es ndo obtidas
Espécie

Espécie

RIDESA, Brasil
Sao Paulo, Brasil
Sao Paulo, Brasil
RIDESA, Brasil
Sao Paulo, Brasil
Sao Paulo, Brasil
S&o Paulo, Brasil
Séo Paulo, Brasil
Oceania

Asia

* 2. genitor desconhecido (policruzamento)

2.2 Marcadores SSR

Os marcadores moleculares foram encontrados na literatura (DUTRA

FILHO, 2010) com suas respectivas temperaturas de anelamento, sendo eles
MCSA176C01 R/F (38°C); SCCO1 R/F (50°C); MCSA175G03 R/F (38°C);

SCBO7 R/F (50°C); MCSA205C07 R/F (42°C); SCCO4 R/F (50°C); SCA07 R/F

(50°C); MCSA005C204 RIF (42°C); SCCO5 R/F (62°C); SCA08 RIF (65°C);

YCSA02047 R/F (38°C); SCA10 R/F (65°C) e YCSA24043 R/F (42°C).

As seqiiéncias dos 13 primers encontrados na literatura estio

apresentadas na Tabela 2.
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Tabela 2 Sequéncia (5°-3”) dos locos microssatélites de Saccharum spp.
Loco Sequéncia

MCSA17503 F: GTT TGA CAG GCG GATGTTCTG A

R: CCATCG AGC AAT CGA GCT GC
SCCo1 F: GAT GCT TGG GTC GTG ATT TC

R: TCGCGT CCACCAATG AACC
MCSA17601 F: CGA ACA GGT TAAAGCCCATGTC

R: GAG TCA GTT GGT GCC GAG ATT G
SCCo7 F: ACG AGA ACC ACA GCC ACC AG

R: GGA GGT AGT CGG TGA AGT GC
MCSA205CO07 F: GCA CGG GCT AGA ACC TGG AAG G

R: GCT ACC AGT TCTCGG TGC TTC
SCCo04 F: GGG GAC CTG AAG ATG ACT GC

R: TCC TGC CTG CCT CAT CAT AC
SCAQ7 F: CAG GAG TAT GAG CAA CAG AGC AG

R: TTG CAATGG AGG CGA AAC AC
MCSA005C04 F: CAT CCT CCACGC ATCTGTTTT CCA

R: AGT AGT CAC CAC CAT GTC TGG CA
SCC05

F: TCGTCTTCC TCC TCT TGC TCT GGTC

R:CATCCTCCTCTGCTGCTCTCGTCTC
SCAQ08 F: GCC GGA TCG CCA GGT AGA AGA AAC

R: GGC AGG AGC GCG ACA AGC CG
YCSA02047 F:GCGTTT CCG ACCTGG ATACC

R: GCA GAG ACAGGC GTCTTC GTACT
SCA10

F: TCT AAGCCAAGCCGATTCCGTTC

R: CAG CAG CCC AAC CCACAGTCG
YCS24043 F: GAG GTT AGC GAA GTG GATCACG

R: CCA AAG CCC AAC TGA AAG AGC

(DUTRA FILHO, 2010; PINTO et al., 2004)

2.3 Extracdo do DNA

As folhas foram coletadas da base de cada planta, pela manhd, ainda

Umidas. Em seguida, foram armazenadas em sacos plasticos e colocadas em

isopor com gelo para posterior extracdo do DNA, seguindo protocolo de Ferreira

e Gattaplaglia (1998) para extracdo de DNA.

As folhas foram maceradas em N, liquido até a obtencdo de um pé bem

fino. Apds isso, foram adicionados, a 200 mg do tecido vegetal, 350 pL do
tampdo de extracdo CTAB 2% (CTAB 2%; 100 mM Tris-HCI pH 7,8; 20 mM
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de EDTA pH 8,0; 1,4 mM NaCl; 2% de B mercaptoetanol) e incubados a 65°C,
por 1 hora, homogeneizando a cada 15 minutos. Ao final deste periodo, resfria-
se as amostras por 5 minutos e foram adicionados 350 pL de cloroférimo-alcool
isoamilico (24:1) que foram homogeneizados por 25 minutos no agitador por
inversdo para obtencdo de uma emulsdo, que posteriormente foi centrifugada,
por 10 minutos, a 14.000 rpm. Ao sobrenadante foram adicionados 250 pL de
isopropanol gelado e a emulsdo foi misturada por inversdo 5 vezes e
acondicionada no freezer por 1 hora. Em seguida a emulséo foi centrifugada por
10 minutos, a 14.000 rpm. Em seguida, foi descartado o sobrenadante e
adicionados 140 pL de etanol 70% gelado para a precipitagio do DNA,
homogeneizando-se manualmente os tubos, que foram centrifugados a 14.000
rpm por 10 minutos. Apds a centrifugacdo o sobrenadante foi descartado,
deixando os tubos secarem a temperatura ambiente até a completa evaporacao da
solucéo de etanol. Apds a secagem, o pellet foi ressuspendido com 50 pL de TE
pH 8,0. Em seguida, foram adicionados 2 pL de RNAse (10 mg/mL) e as
amostras foram incubadas, a 37°C, por 30 minutos.

O DNA foi quantificado por meio do espectrofotdmetro Nano Vue e a

sua qualidade foi avaliada e gel de agarose 0,7%.

2.4 Reacdes de PCR

As reacdes de amplificacdo tiveram volume final de 12,01 ul, contendo,
10 ng de DNA, 0,2 mM de cada dNTP, 0,4 mM do oligonucleotideo iniciador
tampdo de reacéo 1X, e 0,4 unidades de Taq polimerase. Em seguida as reac¢oes
foram amplificadas em termociclador Eppendorf MasterCycler Gradiente 5331.
Apo6s a desnaturacdo inicial a 94° C por dois minutos, cada ciclo de amplificacdo
correspondeu a: 94° C por 45 s, 15 s de anelamento (conforme a temperatura de

cada par de primers identificada através de um gradiente de temperatura
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variando de 50° C a 55° C) e elongacdo a 72° C por 30 s. Apds 32 ciclos,
procedeu-se a extenséo final por 2 min a 72°C.

2.5 Analise dos locos SSR

Os produtos de amplificacdo foram separados em gel de poliacrilamida
8% imerso em tampdo TBE (0,45 M de tris-borato, 0,01 M de EDTA pH 8,0) a
140 V durante 2 horas.

Decorrido este tempo, os géis foram tratados com solucéo de nitrato de
prata a 0,2% e solugdo reveladora (NaOH). Ap6s dez minutos de tratamento em
cada solucdo, os produtos de amplificacdo foram visualizados em
transluminador de luz branca e fotografados em camara fotografica.

Os produtos da amplificagdo, visualizados no gel, produzidos por cada
primer, foram utilizados na elaboragdo de uma matriz de similaridade genética,
por meio do registro da presenca (1) e da auséncia (0) de bandas no perfil
eletroforético de cada genétipo. A estimativa da similaridade genética (Sgij)
entre cada par de genétipos foi calculada pelo coeficiente de Jaccard,

representado pela seguinte expresséo:

Coeficiente de jaccard: Sgij= a ,

a+ b+c

sendo
a= presenca de banda em ambos o0s genotipos i € j;
b= presenca de banda no individuo i e auséncia de banda no individuo j;

c= auséncia de banda no individuo i e presenca de banda no individuo j.
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Com base no coeficiente de similaridade de Jaccard, os genétipos foram
agrupados pelo Unweighted Pair-Group Method, ou UPGMA, utilizando-se o
programa XLSTAT (Addinsoft®, versdo 2011.2.04).

O indice de similaridade de Jaccard tem se mostrado bastante eficiente
na analise de distancias, pelo facil entendimento e por comparar o nimero de
presencas de bandas comuns e o nimero total de bandas envolvidas, excluindo o
nimero de auséncias conjuntas (MEYER, 2002).

O agrupamento do tipo UPGMA esté entre 0s mais utilizados na analise
de diversidade genética, sendo 0 método algoritmico mais simples e de facil
entendimento, onde as distancias avaliadas possibilitam a constru¢do de um
dendrograma de similaridade ou dissimilaridade com grande conteddo
informativo (ARRIEL et. al., 2006).

Em seguida foi calculada a dissimilaridade, com o objetivo de
representar o grau de divergéncia genética entre as diferentes cultivares. A
dissimilaridade é um complemento da similaridade (Dis= 1-Sim), é um indice de

divergéncia.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 13 pares de primers selecionados para a andlise de diversidade
genética nos 23 gendtipos de cana proporcionaram 183 produtos de
amplificacdo, os quais forneceram uma média de 14,08 bandas por par de
primer. O maior numero de alelos foi registrado no primer MCSA005C2204 or
meio do qual foram amplificados 18 alelos, seguidos pelo MCSA175G03,
SCB07 e MCSA205C07 com amplificacdo de 17 alelos, enquanto o menor
namero ocorreu no MCSA176C01 com apenas oito alelos.

Os coeficientes de dissimilaridade de Jaccard (SSR) para todos os 23
gendtipos variaram de 0,182 a 0,635. A menor dissimilaridade foi observada
entre as cultivares RB855453 e RB835486 e a maior dissimilaridade genética
entre RB867515 e S. spontaneum.

Um corte feito a 0,367 (média) separou 0s genotipos em quatro grupos,
0 primeiro grupo (cor verde) é formado pelas cultivares CTC 9, CTC 14, CTC
15, CTC 16 e RB925345; 0 segundo grupo (cor rosa) é¢ formado pelas cultivares
RB867515, RB935744, RB855453, RB835486, RB925211, SP81-3250, SP80-
1842, RB72454, SP83-2847, SP89-1115, SP84-2025 e SP91-1285; o terceiro
grupo (cor vermelha) é formado pelas cultivares CTC 2 e CTC 8 e 0 quarto e
altimo grupo (cor azul) é formado pelas cultivares CTC 1, CTC 7 e as
testemunhas S. officinarum e S. spontaneum.

Pela distribuico dos gendtipos nos grupos observou-se baixa

divergéncia genética entre eles (Figura 2).
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Figura 1 Dendrograma gerado pelo método UPGMA por meio da matriz de
dissimilaridade de Jaccard, por primers SSR, entre acessos de
Saccharum spp.

Pelo estudo da divergéncia genética entre as 21 cultivares de cana e as
2 espécies, obteve-se a menor dissimilaridade (0,182) entre RB855453 e
RB835486, que encontram-se ho mesmo grupo de acordo com o dendrograma,
podendo ser explicada provavelmente por terem como genitores cultivares CP
(Canal Point (EUA)). Ja a maior (0,635) dissimilaridade genética foi observada
entre RB867515 e S. spontaneum provavelmente pelo fato da espécie S.
spontaneum ndo ser um ancestral comum da cultivar RB867515. S. spontaneum
é considerada uma das espécies com maior diversidade genética dentre as
espécies do género Saccharum, o que justifica a alta dissimilaridade do

genatipo.
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Os métodos de agrupamento tém por objetivo a reunido dos individuos
em grupos de modo que haja homogeneidade (pouca divergéncia ou distancia)
dentro do grupo e heterogeneidade entre os grupos (grande divergéncia ou
distancia). O método UPGMA, fundamentado na dissimilaridade, possibilitou a
distribuicdo dos 23 gendtipos em quatro grupos distintos (Figura 1).

No grupo | foi englobada a maioria das cultivares CTC, todas
provenientes de policruzamento.

No grupo Il foram agrupadas somente cultivares RB e todas as
cultivares do grupo SP. As cultivares RB867515 e RB72454 foram agrupadas
dentre os genétipos do grupo I, ja que possuem a mesma constituicdo genética,
sendo que a cultivar RB72454 foi usada no cruzamento para a obtencdo da
RB867515.

Ja as cultivares CTC 9 e CTC 8, apesar de possuirem 0 mesmo genitor
feminino (SP81-3493), foram agrupados em diferentes grupos (I e Il
respectivamente). Este resultado pode ser atribuido a complexidade da heranca
genética na cana-de-aglcar que, sendo uma planta altamente heterozigotica,
pode possuir alelos desfavoraveis que somente sdo expressos ap6s algumas
geracObes de cruzamento entre individuos aparentados (FERREIRA et al.,
2005b).

Esses resultados sdo comuns neste tipo de analise, em que os primeiros
grupos concentram a maior parte dos individuos e os Gltimos grupos concentram
menores nimeros, a exemplo de outros trabalhos com diferentes culturas, como
Sudre et al. (2005) com pimenta e pimentdo e Barbosa (2001) com cana-de-
acucar. Porém, a alta porcentagem de individuos em apenas um grupo indica a
baixa divergéncia encontrada, conforme estabelecem os autores citados. Dessa
maneira, Ferreira et al. (2005b) mencionam que o uso de genitores com
parentesco proximo pode estreitar a base genética trazendo perdas devido a

depresséo por endogamia.
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O grupo 11 foi formado por duas cultivares CTC, ambas provenientes
de genitores SP.

O grupo 1V foi representado por duas cultivares CTC e as 2 espécies
usadas como testemunhas (S. spontaneum e S. officinarum).

Usando outro tipo de marcadores molecular, Almeida et al. (2009)
estudaram quatorze cultivares da série RB de cana-de-aclcar (RB943365,
RB9364 , RB931011, RB92579, RB863129, RB94503, RB931530, RB931003,
RB961552, RB9622 RB961, RB951541, RB9629 e RB931611), utilizando trinta
e sete primers de ISSR. A analise geral do agrupamento, gerado pelo método
UPGMA, resultou na formacdo de seis grupos, sendo que um dos grupos
também concentrou 0 maior nimero de cultivares. Isto sugere que genotipos
distintos tém sido utilizados nos programas de melhoramento desenvolvidos pela
RIDESA e que os marcadores ISSR séo promissores no acesso da diversidade
genética, tendo potencial para identificar marcadores cultivar-especificos em
cana-de-acucar.

Os resultados do presente trabalho inferiram haver uma base genética
restrita, pois houve a formacao de um grupo com grande nimero de genotipos,
além do reduzido namero de primers utilizados. Silva et al. (2005) ao estudarem
a divergéncia genética de clones de cana-de-acUcar da série RB91 na terceira
fase de selecdo, também relataram existir  base genética restrita, pois
observaram um grupo com aproximadamente 83% dos genotipos avaliados;
assim como Oliveira (2007), que analisou 80 familias de irmdos germanos de
cana-de-acUcar da série RBO3 e verificou a formagdo de 18 grupos, com o
primeiro constituido por 52,9% das familias estudadas.

Nunes et al. (2011), objetivaram avaliar a segregacdo de marcadores
microssatélites (SSR) em uma geracdo F1, proveniente do cruzamento de duas
cultivares comercias de cana-de-agucar (RB97327 e RB72454), utilizando-se se

quinze pares de primers SSR. Foi possivel verificar presenga de polimorfismo
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entre 0s gendtipos provenientes do cruzamento das cultivares comerciais e para
as combinagdes de primers SSR utilizadas. Foi observado também que primers
SSR sdo capazes de gerar um grande ndmero de marcas por genétipo em
organismos polipldides, como a cana-de-acUcar, sendo esta uma vantagem na
construcao de mapas genéticos.

Na cultura da cana-de-agucar, Lopes (2007) utilizou outro tipo de
agrupamento, o agrupamento de Tocher em trés ambientes (Colorado, Paranavai
e lguatemi). O nimero de grupos de similaridade formados por esta metodologia
variou de acordo com os diferentes ambientes estudados. Outro fator a ser
mencionado é que o namero de grupos formados foi relativamente pequeno,
sendo que a maioria dos individuos (92 a 96%) permaneceu em apenas um
grupo, enquanto um namero reduzido de individuos (4 a 8%) formou os demais
grupos, corroborando com o trabalho de Silva et al. (2011) e o presente trabalho.

Embora haja indicios de que ha variabilidade genética entre os clones
de cana-de-acucar, o0 aumento desta por cruzamentos divergentes deve ser usado,
pois esses podem aumentar as chances de encontrar clones superiores e evitar a
depressdo por endogamia, como o0s observados por Ferreira et al. (2005b). Esses
autores encontraram valores positivos para a depressdo em alguns caracteres;
toneladas de Brix por hectare, toneladas de colmos por hectare, comprimento,
diametro e peso médio de colmos, avaliando diferentes formas de cruzamento
(policruzamento, autofecundagdo e cruzamentos bi-parentais). Segundo 0s
mesmos autores, poucas pesquisas neste sentido tém sido realizadas nos
programas de melhoramento genético de cana-de-agucar no Brasil.

Dutra Filho (2013) avaliou a divergéncia genética em gendtipos de
cana-de-aclcar com base no polimorfismo gerado por meio de marcadores
moleculares RAPD e SSR, utilizando-se o método hierarquico UPGMA.
Segundo o autor, os iniciadores detectaram polimorfismo satisfatério e as

técnicas multivariadas mostraram-se eficientes na identificacdo das progénies
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mais divergentes no material genético considerado, indicando inclusive as
progénies mais indicadas que podem resultar em novas combinagdes de alelos
favoraveis com perspectivas de obtencdo de individuos geneticamente
superiores.

Com o objetivo de avaliar a divergéncia genética entre sete cultivares-
padrdo e onze clones RB de cana-de-aglcar, por meio de técnicas uni e
multivariadas, com base em dez caracteres agroindustriais, Silva et al. (2011)
concluiram que a metodologia multivariada permite identificar gendtipos de
maior divergéncia genética para utilizacdo em programas de melhoramento da
cana-de-acUcar e que os caracteres Pol % cana, toneladas de cana por hectare,
brix % cana e altura de colmos foram os principais determinantes na
quantificagdo da divergéncia genética.

Com base nos resultados obtidos pelo agrupamento neste trabalho,
poderiam ser indicados cruzamentos entre os clones mais divergentes e mais
produtivos, pois segundo Carpentieri-Pipolo et al. (2000), a identificacdo de
gendtipos com base somente na divergéncia sem considerar o seu desempenho,
pode ndo ser uma boa alternativa, sendo recomendado o uso de individuos
divergentes, mas com caracteristicas agronémicas importantes.

Assim, o entendimento das relagdes genéticas do género Saccharum é
muito complexo e o uso de marcadores moleculares ndo consegue informar com
exatiddo a quantidade minima necesséria para tal estudo, bem como as regides
do genoma por eles atingidos. Além disso, a poliploidia do genoma da cana

contribui para as distor¢des observadas.
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Figura 2 Dendrograma com as divisdes dos grupos gerado pelo método UPGMA

por meio da matriz de dissimilaridade de Jaccard, por primers SSR,
entre acessos da colecdo da UFLA.
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4 CONCLUSOES

e Ha baixa divergéncia genética entre as cultivares do painel varietal da
UFLA.

e As cultivares foram separadas em quatro grupos.
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ANEXOS

Figura 3 Deteccdo de polimorfismo genético em gendétipos de cana-de-agucar
por meio de marcador microssatélite SCB07. 1 a 23 gen6tipos
avaliados (1) CTC1; 2) CTC2; 3) CTC7; 4) CTC8; 5) CTC9; 6)
CTC14; 7) CTC15; 8) CTC16; 9) RB925345; 10) RB861515; 11)
RB935744; 12) RB855453; 13) RB835486; 14) RB925211; 15) SP81-
3250; 16) SP80-1842; 17) RB72454; 18) SP83-2847; 19) SP89-1115;
20) SP84-2025; 21) SP91-1285; 22) S. officinarum e 23) S.
spontaneum).
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