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A ciéncia é constituida de
fatos, assim como uma
casa ¢ construida com
tijolos, mas um conjunto de
fatos ndo é uma ciéncia, da
mesma forma que um
amontoado de tijolos nao é
uma casa.

Henri Poincaré
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Resumo

Marcadores moleculares sdo utilizados como uma ferramenta rapida e eficaz para
estudos genéticos de plantas. Entre as diferentes aplica¢des dos marcadores, esta a
construgdo de mapas genéticos, 0os quais possibilitam a aquisi¢ido de informagdes
importantes sobre uma espécie estudada, auxiliando os programas de melhoramento. Um
exemplo importante de aplicagdo € o mapeamento de QTL's.

Considerando a importancia econdmica da cultura e a inexisténcia de um mapa
genético oriundo de cruzamento entre variedades comerciais de cana-de-agUcar, o presente
trabalho apresenta um estudo utilizando 189 marcadores RFLP em dose simples no
genoma (SDRFs) provenientes de 55 combinagdes diferentes de sonda gendmica/enzima
de restricdo em uma populagdo de mapeamento Fy, sendo esta proveniente do cruzamento
entre duas variedades comerciais de cana-de-agGcar (hibridos interespecificos),
denominadas SP80-180 e SP80-4966. Com estes marcadores foi gerado um mapa genético
de 480 cM com 33 grupos de ligagdo envolvendo 72 marcadores, sendo que 117
marcadores permaneceram nao ligados. A utilizag8o de varios marcadores provenientes de
uma mesma sonda mostra-se eficiente na identificacdo de grupos homologos,
apresentando resultados satisfatorios para a cobertura vertical do genoma de cana-de-
actcar. Entretanto, uma vez que o numero de cromossomos da cana-de-agucar € elevado,
variando de 80 a 130 marcadores, marcadores com essa caracteristica fornecem uma baixa
cobertura horizontal do genoma, pois o mapeamento enfoca apenas as regides
cosegregantes. Em hibridos interespecificos de cana-de-agucar, a coexisténcia de alelos
simples e multiplos e a presenga de niimero de cromossomos irregular, resultado da

aneuploidia nos genitores, dificultam a interpretagdo correta das classes homologas.
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O mapa construido representa uma estrutura basica inicial para o mapeamento com
outros tipos de marcadores, como AFLP e microssatélites, visando a sua saturagdo. Tal
procedimento sera necessario para o0 mapeamento de caracteristicas quantitativas e

qualitativas de interesse agrondmico em cana-de-agicar.



Abstract

Molecular markers are used as a fast and efficient tool for genetic studies in plants.
Among several uses of markers, one is the construction of genetic maps, which enables
acquisition of important information about specific species and the improvement of
breeding programs.

This study was performed considering the economic importance of sugarcane and
the lack of a genetic map for commercial varieties of sugarcane. This informations cuid
be used in QTL mapping. It presents a genetic map with 189 RFLP markers generated
from 55 genomic probes and restriction enzyme combinations. The F; mapping population
was obtained by interbreeding two different commercial varieties.

The genetic map length is 480cM with 72 markers in 33 linkage groups, with 117
no linkage. The use of several markers from the same probe resulted in a low genome
coverage. However, since sugarcane chromossome number is high, ranging from 100-130,
the results shown are acceptable. The study was efficient in the identifications of
homologous groups. The coexistence of simple and multiple alleles and the presence of
irregular chromossome number due to aneuploid, made a correct interpretation of
homologous classes difficult.

This genetic linkage map represents a basic foundation for a saturated map using
other types of molecular markers, such as AFLPs and SSRs, and posterior mapping of

quantitative and qualitative traits of sugarcane.
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Introdugdo

1. Introducdo

A cana-de-aglcar (Saccharum spp) estd entre as mais importantes espécies
cultivadas. E a principal fonte de sacarose, além de possibilitar a extragio e utilizacio de
inameros subprodutos a partir do bagago e caldo obtidos no seu processamento.

O Brasil encontra-se na posi¢do de maior produtor mundial de cana-de-agicar,
exportando cerca de 39% de sua produgdo (Matsuoka, 1999a). Apesar da posi¢do de
destaque em nossa economia, este produto enfrenta oscilagdes de prego no mercado
internacional, influenciado diretamente pela oferta de agicar de beterraba (produzida
principalmente na Europa), que representa 35% da producido mundial de agucar (Hoarau,
2000).

Os paises desenvolvidos, produtores de agucar de beterraba, j& recorrem as mais
modernas tecnologias em busca do aumento de sua produgdo e na tentativa de dominio do
mercado. Dessa forma, a competi¢do internacional no setor sucro-alcooleiro torna-se
crescente a cada ano, e o Brasil necessita de maiores investimentos em tecnologias que
resultem no aumento de produtividade na industria agucareira, visando manter sua
capacidade produtiva e competitiva. Outro aspecto a considerar € a importancia do alcool,
proveniente da cana-de-agucar, usado como combustivel alternativo ao petroleo, sendo
utilizado em larga escala no pais (Alexander er al,, 1982). Considerando as vantagens
ambientais envolvidas e a sua caracteristica de fonte renovavel, almeja-se a difusdo do uso
e da produgdo do alcool no mercado internacional.

O melhoramento genético destaca-se por sua importancia na obtengdo de cultivares
com requisitos adequados a interesses agronomicos e industriais. Entretanto, o
melhoramento da cana-de-agtcar ¢ dificultado pela complexidade apresentada por seu

genoma, considerando a natureza hibrida dos seus cultivares, com padréo citogenético de
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dificil analise, origem multiespecifica, alto nivel de ploidia e aneuploidia (Heinz, 1987). A
cana-de-agucar cultivada € derivada de hibridagdes interespecificas entre S. officinarum
(cana nobre) e outras espécies do género Saccharum (S. spontaneum, S. barberi e S.
sinense), envolvendo retrocruzamentos repetidos com S. officinarum. Além disso, um
programa de melhoramento genético leva um tempo relativamente longo para obtengio e
distribuicdo de uma nova variedade de cana aos produtores (Hogarth ez a/.,1997).

Recentemente, o surgimento dos marcadores moleculares possibilitou a ampliagdo
de conhecimentos sobre diversas culturas, facilitando estudos genéticos de caracteres
importantes. Tal fato tem adquirido papel de destaque na agricultura moderna.

A disponibilidade de marcadores ao longo de todo o genoma permite a confecgio
de mapas genéticos, os quais possibilitam a aquisi¢do de informagdo basicas sobre a
estrutura e organizacdo do genoma de uma espécie estudada, tais como: padrdes de
distor¢do de segregacdo Mendeliana de segmentos cromossOmicos, associagdes de
marcadores com caracteres qualitativos e localizagdo dos mesmos e, identificacdo de
regides genOmicas associadas a caracteres quantitativos (QTL's) (Ferreira e Grattapaglia,
1998).

Os marcadores do tipo RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism),
constituem uma das classes de marcadores moleculares mais amplamente utilizadas em
genética e melhoramento de plantas, apresentando reprodutibilidade, heranga codominante,
além de serem livres de interagBes epistaticas e apresentarem numero ilimitado de
combinagdes sonda/enzima para genotipagem de uma populago.

Apesar de haver contribuicdo de varios mapas genéticos para um maior
entendimento da cultura de cana-de-agucar e a possibilidade de aquisi¢des de informagdes

de extremo valor em programas de melhoramento (da Silva ez al., 1993; Al Janabi et al,
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1993; da Silva ef al., 1995; Grivet et al., 1996; Guimardes, 1999; Hoarau, 2000),
até o momento ndo existe um mapa obtido a partir de cruzamento entre variedades
comerciais de cana-de-agucar.

Neste contexto, a proposta do presente estudo foi construir um mapa de ligacdo
proveniente do cruzamento entre dois hibridos interespecificos, que s@o as variedades
comerciais de cana-de-agucar SP80-180 e SP80-4966.

A obtencdo deste mapa genético ¢ o passo inicial de um programa de mapeamento
de caracteristicas qualitativas e quantitativas de importancia econdmica, envolvendo
variedades comerciais de cana-de-agucar, contribuindo para estudos futuros mais
detalhados.

Os resultados obtidos neste trabalho estdo apresentados em forma de artigo

cientifico.
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2. Revisdo de literatura

2.1 Aspectos gerais e importincia econdémica da cultura da cana-de-aciicar

O exato centro de origem da cana-de-agucar ndo esta totalmente determinado.
sendo alvo de vérias investigagdes. Com base em referéncias encontradas e diversos
estudos realizados, acredita-se que a cana estabeleceu-se ha cerca de 6000 anos A.C. em
regides do Pacifico com posterior expansdo para o continente asiatico, de onde foram
originados os primeiros produtos dela derivados (Daniels e Daniels, 1975).

A disseminagdo do cultivo dessa cultura se estendeu por quase todos os lugares no
mundo, principalmente para os paises tropicais e subtropicais. O agtcar, produto extraido
dessa espécie, € extremamente apreciado principalmente pela cultura Ocidental (Barnes,
1953). Acredita-se que o melhoramento da cana-de-agucar comegou a0 mesmo tempo que
o seu cultivo, sendo provavelmente uma das espécies que tenha sido submetida mais
intensamente ao melhoramento, em nivel comparavel somente ao milho (Matsuoka,
1999a).

Os primeiros clones domesticados s3o originarios da Indonésia, derivados da
espécie Saccharum officinarum, denominada "cana nobre". Tais clones foram as principais
canas cultivadas até o final do século XIX, sendo a multiplica¢do realizada exclusivamente
por meio de propagagdo vegetativa. Os programas de cruzamentos interespecificos foram
estimulados com a descoberta da fertilidade sexual da cana em 1888 em Java, além do
aumento de danos provocados por doengas que aconteciam neste mesmo periodo (Bremer,

1961).
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A espécie selvagem S. spontaneum foi a que mais contribuiu no processo de
hibridagdo para a formagdo dos novos cultivares. Essa espécie selvagem possui baixo teor
de agucar, porém, contém caracteristicas interessantes ao melhoramento, tais como vigor
vegetativo, resisténcia ao estresse e a algumas doengas. Os cruzamentos interespecificos
foram seguidos de retrocruzamentos para S. officinarum a fim de minimizar os efeitos
negativos do genitor selvagem utilizado (Bremer, 1961; Matsuoka, 1999a).

Simultaneamente, na India, realizaram-se processos de hibrida¢des interespecificas
envolvendo 3 espécies: S. officinarum, S. spontaneum e S. barberi, resultando em
variedades adaptadas a condigdes subtropicais.

No Brasil, durante os trés primeiros séculos da colonizagio, provavelmente uma
unica variedade foi cultivada, tendo o nome Creoula (Deer, 1949, citado por Junqueira &
Dantas, 1964). Acredita-se que esta variedade era um hibrido natural entre S. officinarum e
S. spontaneum (Miocque & Machado Jr., 1986). Tratava-se de uma variedade ristica e
suscetivel a varias doengas. O "ciclo da Creoula" abrangeu o periodo de 1532 a 1810,
quando comegou a ser substituida pela Cana Caiana, que se apresentou muito mais
produtiva e rica em sacarose, promovendo ganhos significativos para a industria
acucaretra do Brasil (Matsuoka, 1999b).

Por volta de 1850, buscando-se aumento de variabilidade, foram importadas das
ilhas Bourbon trés novas variedades: Roxa, Salangor e Rosa; pouco depois vieram as
canas Mole, Listada e Uba. A partir de 1879 entraram no Brasil, provenientes das ilhas
Mauricio, as variedades Bois Rouge, Lousier e Kavengire (Junqueira & Dantas, 1964);
porém, na década de 20 uma epidemia de mosaico tornou inviavel o cultivo destas
variedade nobres, reduzindo acentuadamente a produtividade da lavoura da cana

(Matsuoka, 1976).

W
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Os canaviais se recuperaram com a introdu¢do de variedades javanesas e,
posteriormente, em 1932, foram importadas de Coimbatore outras variedades, algumas das
quais sao cultivadas até hoje em alguns Estados brasileiros. Com o surto de carvio na
cultura de cana-de-agucar interrompeu-se este ciclo.

Um novo ciclo surgiu com as variedades brasileiras obtidas em Campos (RJ) e
intensamente utilizadas na lavoura paulista até 1976. Neste mesmo ano, a producdo de
cana no Brasil aumentou exponencialmente apds a implantagdo do Programa Nacional do
Alcool (Pro-alcool), exigindo o aumento da producdo de élcool sem prejuizos para a
produgdo do agucar consumido no pais. Inicialmente, solucionou-se o problema com o
crescimento da area cultivada, transformando o Brasil no maior produtor mundial de cana-
de-agucar (Matsuoka, 1999a €1999¢).

A principal variedade cultivada neste periodo foi a NA56-79, a qual atendia a
varios requerimentos agronémicos de interesse no campo e na industria. Foi desenvolvida
na Argentina e introduzida no Brasil devido as qualidades que ndo haviam sido
encontradas em variedades anteriores até entdo cultivadas, chegando a ocupar 47% da area
total de cana cultivada em territorio nacional. Entretanto, esse incremento despropositado
culminou em sérios prejuizos quando esta variedade apresentou-se suscetivel a varias
doengas. Com os problemas encontrados nesta variedade, programas de melhoramento
estabelecidos na década de 70 passaram a liberar novas e boas variedades (Matsuoka,
1999¢).

Considerando o cenario nacional dos ultimos 26 anos, o Estado de Sio Paulo
assumiu a lideran¢a na produgdo e na tecnologia da cana-de-agtcar no pais, sendo a regido

que mais preocupou-se com a obtengdo de novas variedades. Entretanto, verifica-se
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também o crescimento da cultura canavieira nos estados do Parana, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul e Minas Gerais (Matsuoka, 1999a).

Durante o periodo de crescimento intenso e acelerado observado para essa cultura,
o setor sucro-alcooleiro investiu em pesquisas e desenvolvimento, implantando e
adaptando modernas tecnologias agricolas e industriais, o que conduziu a ganhos de
produtividade (Fernandes e Irvine, 1987). Foram desenvolvidos trés programas de
melhoramento genético da cana, os quais proporcionaram novas opgdes de plantio para o
produtores, através das variedades langadas sob diversas siglas: IAC (Instituto
Agrondmico de Campinas), SP (Copersucar) e RB (Planalsucar, recentemente incorporado
a UFSCar - Universidade Federal de Séo Carlos).

Estima-se que, atualmente, a produgdo mundial de agtcar seja de 122 milhdes de
toneladas (USDA), das quais 14,8 milhdes (12,1%) provém do Brasil, segundo dados
fornecidos pelo IBGE. A cultura da cana, no Brasil, gerou ainda 15,3 bilhdes de litros de
alcool na safra 97/98, numa area de 4.877.000 hectares, existindo, em atividade, mais de
200 usinas e destilarias no pais. O mercado sucro-alcooleiro movimenta cerca de RS 12,7
bilhSes por ano, com faturamentos diretos e indiretos, o que corresponde a 2,3% do PIB
brasileiro. Este setor faz do Brasil o maior produtor mundial de aglicar de cana e o Gnico
do mundo a implantar em larga escala um combustivel alternativo ao petrdleo.

O Estado de Sdo Paulo é o maior representante do setor, responsavel pela produgéo

de 62% de alcool e 56% de agucar do Pais.

2.2 Sistemdtica e evolugdo do género Saccharum ssp.
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Considerando a origem complexa das cultivares de cana-de-acticar e as
peculiaridades genéticas desta cultura, a presente revisdo apresenta aspectos citolégicos,
taxondmicos e sobre origem e domesticagdo, relevantes para uma maior compreensio da

biologia das espécies Saccharum spp.

2.2.1 Classificagdo taxonéomica

A cana-de-agicar ¢ uma planta herbacea, alogama, pertencente a familia das
gramineas (Poaceae), membro da tribo Andropogoneae e género Saccharum (Tzvelev,
1989).

Com base em critérios de morfologia, os taxonomistas concordam no
reconhecimento de 6 espécies para o género Saccharum: S. officinarum, S. spontaneum, S.
robustum, S. barberi, S. sinense e S. edule (Brandes, 1958; Naidu e Sreenivasan, 1987;
Daniel e Roach, 1987). Devido & existéncia de relagdes filogenéticas variadas, houve
varias revises taxondmicas para o género Saccharum, sempre enfrentando problemas
para uma delimitagdo exata entre as espécies (Irvine, 1999).

Murkherjee (1957) considerou, a partir de dados adquiridos em analises geo-
boténicas, que os géneros Saccharum, Erianthus, Sclerostachya e Narenga, formam um
grupo de intercruzamentos muito proximo, provavelmente envolvidos na origem da cana-
de-agucar. Daniels et al. (1975) expandiram este grupo incluindo o género Miscanthus. As
espécies destes géneros, conjuntamente, formam o informalmente chamado “Complexo

Saccharum” .

2.2.2 Caracteristicas das espécies Saccharum ssp.
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A cana-de-agicar cultivada evoluiu com base em bseis espécies do género
Saccharum: §. spontaneum, S. robustum, S. officinarum, S. barberi, S. sinense e S. edule
(Brandes, 1958).

Para fins de classificago didatica, podemos reunir os exemplares existentes em
basicamente 3 categorias: espécies selvagens, cultivares tradicionais e cultivares
modernas.

2.2.2.1 Espécies selvagens

Duas espécies selvagens s@o incluidas no género Saccharum: S. spontaneum e S.
robustum. Estas duas espécies, quando consideradas em situagio de alopatria, baseando-se
em critérios da biologia molecular, apresentam-se bastante distintas, evidenciando uma
biparti¢do botanica do género. Entretanto, esta disting3o genética ndo é completamente
clara considerando situagdes de simpatria (Grivet ef al., 2001). Apresentamos a seguir uma
breve descricdo dessas espécies.

S. spontaneum Linnaeus: espécie rustica, altamente polimorfica, apresentando
grande adaptabilidade. Pode ser encontrada em ambientes diversos, resultando em ampla
distribui¢do geografica. E encontrada na faixa tropical dos continentes africano, asiatico e
na Oceania (Panje e Babu, 1960). Exemplares desta espécie contém baixo teor de agicar,
porém sdo detentoras de caracteristicas interessantes para o melhoramento da cultura
como: vigor, numero de perfilhos, capacidade de rebrota de soqueira, resisténcia a
estresses, doengas e pragas (Naidu e Sreenivasan, 1987). Esta espécie possul grande
participagdo no genoma de novas cultivares.

S. robustum Brandes e Jeswiet ex Grassl: segunda espécie selvagem com maior

participagdo nas cultivares modernas. E distinguida de S. sponfaneum pela auséncia de



Revisdo de literatura

rizomas, inflorescéncia grande, haste mais espessa e maior altura. Apresenta-se
extremamente vigorosa, formando touceiras bem fechadas. Sua distribuigio é limitada ao
sudeste da Asia. Supde-se que esta espécie seja diretamente responsavel pelo
aparecimentos das cultivares nobres, e acredita-se que S. robustum originou-se da
introgressdo de S. spontaneum com outros géneros na regido da Nova Guiné (Stevenson,
1965; Daniel e Roach, 1987). Apesar de varios estudos moleculares ja terem sido
efetuados, ainda existem davidas quanto & origem exata desta espécie (Grivet et al.,

2001a).

2.2.2.2 Cultivares tradicionais

As cultivares tradicionais de cana-de-agicar tém quase desaparecido como
variedades de cultivo, mas mantém-se importantes como progenitores das cultivares
modernas e como fonte de caracteristicas desejaveis em programas de melhoramento.
Pode-se considerar 4 espécies:

S. officinarum Linnaeus: espécie conhecida como “cana nobre”, devido as suas
cores brilhantes, colmos grossos e suculentos, alto teor de sacarose e baixo teor de fibra,
que s3o caracteristicas apreciadas para industrializagdo. Seu possivel centro de origem € a
Nova Guiné, baseando-se na observa¢do de um maximo de diversidade (Brandes ef al,,
1939; Jannoo et al., 1999). Clones desta espécie sdo pouco utilizados de forma direta na
agricultura atual, mas pode-se encontrar seu cultivo em regides restritas, especialmente na
Melanésia. Admite-se que S. officinarum possua S. spontaneum, Erianthus e Miscanthus
como genitores originais (Daniels e Daniels, 1975), incluindo também S. robustum. Qutra

possibilidade seria a pressdo seletiva por manejo humano sobre S. robustum originando S.

10
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officinarum (Daniel e Roach, 1987). Em recente revisdo, Grivet et al (2001a) reuniram
fortes evidéncias moleculares, as quais ddo base para a hipdtese de uma descendéncia
direta dos clones nobres de S. officinarum a partir da espécie selvagem S. robustum.

S. barberi Jeswiet e S. sinense Roxburgh: ambas as espécies possuem
quantidades de sacarose aceitaveis para o consumo humano direto (S. sinense) ou para a
extra¢do industrial (S. barberi) (Daniels and Daniels, 1975a). Sao distingidas dos clones
de S. officinarum através de caracteristicas florais, colmos finos € medianos, concentragao
moderada de agucar, alto teor de fibras, grande resisténcia ao estresse e tolerdncia a
algumas doengas. Brandes (1958) formulou a hipdtese de origem para S. barberi e S.
sinense, que seriam derivadas de introgressdes de S. officinarum com outras espécies do
“Complexo Saccharum”. A hipétese de que a origem de ambas as espécies fosse
independente de S. officinarum também foi levantada (Grassl, 1977; Rao, 1980). Daniel e
Roach (1987) apresentaram evidéncias geograficas e culturais levantando a hipdtese de
origem independente, mas a hipétese de participagdo de S. officinarum na origem de S.
barberi e S. sinense nao € excluida baseando-se em estudos com isoenzimas (Waldron e
Glasziou, 1972). Dados moleculares mostram que cultivares indianos e chineses sdo
resultados de hibridagdes interespecificas entre representantes de dois podlos: S
spontaneum de um lado e a cana selvagem domesticada S. robustum, hibridada com clones
nobres do outro (Grivet ef al, 2001a). Estes dados também demostraram que qualquer
participagdo de espécies dos géneros Erianthus ou Miscanthus para a genealogia deles
parece bastante incomum (Alix ef al., 1998 e 1999).

S. edule: esta espécie representa menor interesse para os melhoristas. Seu cultivo €
reduzido, possuindo inflorescéncia comestivel, a qual é consumida como hortali¢a por

nativos da Melanésia. Alguns autores sugerem que seu aparecimento seja proveniente de

11
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mutagdes a partir de S. robustum (Lennox, 1939; Brandes ef al., 1939). Williams ef al.
(1974), através de analises de compostos flavondides, indicou que o processo de
domesticagdo que conduziu ao aparecimento de S. edule poderia ndo ser muito diferente
daquele efetuado para a obtengdo de clones nobres. Entretanto, a melhor hipétese baseia-
se em uma origem intergenérica, como produto de introgressdes de S. officinarum ou S.

robustum com outros géneros (Daniel e Roach, 1987).

2.2.2.3 Cultivares modernas

As cultivares modernas foram progressivamente substituindo as cultivares
tradicionais durante o século XX. No comego deste século, hibridagdes de S. spontaneum
com S. officinarum na India e Java resultaram em melhoramento no vigor da cana-de-
agucar. A partir de resultados promissores, tal metodologia ganhou destaque na obtencdo
de canas cultivadas. Buscando melhores caracteristicas dos hibridos interespecificos, os
cruzamentos tornaram-se mais complexos, originando o processo de nobilizacio. Neste
processo, a cana-de-agicar cultivada derivou do intercruzamento entre cultivares
tradicionals € a espécie selvagem S. spontaneum, seguido por vérios retrocruzamentos para
S. officinarum (Stevenson, 1965).

Na constituigdo das cultivares plantadas hoje, predomina a contribuigio de S
officinarum, com participagdo de S. spontaneum, S. sinense e S. barberi e, em menor
proporgdo, S. robustum. Os melhoristas ainda utilizam, predominantemente e com sucesso,
a base genética obtida dos programas de melhoramento de cana do inicio do século
passado, através de cruzamentos interespecificos e retrocruzamentos para S. officinarum.

Atualmente, duas linhas de pesquisa sio seguidas: 1) tentativas de hibridacbes com

12
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géneros similares (Miscanthus sp., Erianthus sp., Narenga sp. e Sorghum sp.); 2) regresso
a area de origem provavel do género Saccharum spp., com o objetivo de realizar coletas de

germoplasma (Grivet ef al., 2001a).

2.2.3 Complexo Saccharum

Os géneros Erianthus, Miscanthus, Sclerostachya e Narenga possuem uma ampla
distribui¢@o, abrangendo do Himalaia até a Melanésia e, muitas vezes, estendendo-se para
as ilhas do Pacifico e Sibéria. Geralmente eles ndo contém aglicar e a morfologia do caule
¢ variavel, dependendo da espécie.

Estudos baseados em técnicas moleculares tém analisado as relagdes entre espécies
dos géneros que englobam o "Complexo Saccharum" e seu suposto envolvimento com a
origem da cana-de-agtcar. Considerando aspectos referentes a genética e baseados em
seqiiéncias distintas de diferentes compartimentos genémicos, os atuais representantes dos
géneros Saccharum, Erianthus e Miscanthus apresentam padrdes altamente contrastantes
(Glaszmann et al.; 1990; Lu e al.; 1994, D'Hont et al., 1995). O acimulo de dados obtidos
por biologia molecular nos ultimos 10 anos, permite a formulagdo da hipétese de
surgimento do género Saccharum como um grupo definido, independente dos géneros
Erianthus e Miscanthus.

A conclusio desses estudos sugere que o conceito de "Complexo Saccharum"
(Murkherjee, 1957) é uma superestimativa da contribui¢do de outros géneros para o

surgimento de canas cultivadas (Grivet ez al., 2001a).

2.3 Caracteristicas citoldgicas

13
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2.3.1 Numero cromossémico em Saccharum spp.

A classificagdo de uma espécie pode ser realizada através de estudos citologicos,
onde informagdes sobre tamanho e nimero de cromossomos podem ser obtidos e usados
para distingdo entre as espécies (Roach, 1969; Sreenivasan ef al., 1975). O ntimero
cromossdmico tem portanto, um importante papel na taxonomia da cana-de-aglicar, que
ndo ¢ simples de se realizar.

Fot sugerido por Bremer (1961) trés mameros basicos de genoma x = 6, 8 e 10 para
espécies Saccharum spp. Em gramineas observam-se dois genomas predominantes:
numero basico X = 7 para espécies de clima temperado e x = 10 para tropicais. Os
genomas basicos x = 6 e x = 8, poderiam resultar de perdas ou ganhos de um conjunto
basico de x = 7, e ambos os genomas explicariam a poliploidia em Saccharum
(Sreenivasan, 1987).

Desde a primeira contagem de cromossomos realizada para a espécie S
spontaneum por Kuwada (1915), varios outros pesquisadores estudando aspectos
citologicos desta espécie, relataram uma ampla variagdo no nimero de cromossomos.
Dentro da espécie S. spontaneum sao encontrados 31 tipos de clones com diferentes
numeros de cromossomos entre 2n = 40 a 2n = 128, sendo os citotipos mais freqiientes os
multiplos de 8 cromossomos, sugerindo que o nimero basico desta espécie € x = 8 (Panje
e Nabu, 1960; Sreenivasan ef al. 1987; Burner 1987). O mapeamento fisico de dois genes
tRNA realizado por D'Hont ef al. (1998) confirmou esta hipotese. A possibilidade de
cruzamentos entre grupos presentes em S. spomfaneum, com diferentes nimeros de

cromossomos, resulta em irregularidades variadas durante a meiose (Panje e Nabu, 1960).

14
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S. officinarum € uma espécie euploide com 2n = 80 cromossomos (Bremer, 1930;
Li e Prince, 1967, Prince e Daniels, 1968). A meiose € geralmente normal considerando a
formacdo regular de bivalentes. D’Hont ef al. (1998) apresentou o nimero béasico x =10
para esta especie.

Para as espécies S. barberi e S. sinense, observa-se 2n = 116-120 e 2n = 82-124,
respectivamente. Observacgdes citologicas demonstram meioses extremamente irregulares
(Sreenivasan ef al., 1987).

Prince (1965) relatou cinco grupos dentro da espécie S. robustum, considerando o
numero de cromossomos possivels de serem visualizados, sendo que trés deles apresentam
2n = 60 e dois 2n = 80. Daniel e Roach (1987) consideraram a existéncia de um sexto
grupo contendo 2n = 114-205.

Os clones pertencentes a S. edule constituem uma série poliploide de 2n = 60, 70 e
80 cromossomos (Roach, 1972).

A caracteristica singular de formacdo das cultivares modernas resulta em grande
complexidade, alta ploidia com nimero de cromossomos 2n = 80-100 + 5-30, aneuploidia
e mosaicismo cromossdmico (Srenivasan ef al, 1987).

Na tabela | ¢ apresentado um resumo do numero de cromossomos atribuido a cada

uma das espécies de Saccharum.
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Tabela 1. Numeros de cromossomos envolvendo o género Saccharum spp.

Niumero Cromossomos

S. spontaneum 2n=48 — 128

S. officinarum 2n =280

S. barberi 2n =82, 90-92, 107, 116, 124
S. sinense 2n=118

S. robustum 2n = 60

S. edule 2n =60, 70 e 80

Variedades Comerciais 2n=280-100 (+) 5-30

2.3.2 Nobilizacdo

O processo de nobilizagdo envolve cruzamentos interespecificos seguidos de etapas
de retrocruzamentos para a espécie S. officinarum, designada como "cana nobre". As canas
da chamada 1* nobiliza¢do correspondem aos hibridos F; resultante do cruzamento entre a
espécie S. officinarum (cana nobre) e outra espécie do género Saccharum. As canas da 2%
nobilizagdo sdo resultantes do primeiro retrocruzamento (BC;) dos hibridos F; com a
espécie S. officinarum, e as canas da 3° e 4° nobilizagdo resultam, respectivamente, do
segundo (BC,) e terceiro retrocruzamentos (BC;) com S. officinarum (Bremer, 1961;
Pires, 1993;).

Em cruzamentos interespecificos de S. officinarum com S. spontaneum observa-se
a ocorréncia de peculiaridades citolégicas na transmissdo dos gametas, quando S.
officinarum é utilizada como genitor feminino. No processo de nobilizagdo, os clones de S.

officinarum transmitem 2n = 80 cromossomos no cruzamento F, e no BC,, ao invés do
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nimero gamético normal. Somente a partir da 3 nobilizagdo é que os gametas dos clones
de . officinarum transmitem n = 40 cromossomos. Esse mecanismo resultou em um
aumento do mimero de cromossomos entre os produtos das sucessivas nobilizacGes e
também levou a uma rapida redugdo do numero relativo de cromossomos de S.
spontaneum (Bhat e Gill, 1985). Hoarau (2000) estimou que S. spornfaneum participa com
10% no genoma das cultivares modernas.

Para explicar tal fendmeno, as seguintes hipoteses foram formuladas: 1) Duplicagao
cromossdmica através de endoduplicagdo durante a meiose; 2) Duplicacdo cromossdmica
depois da primeira divisdo méiotica; 3) Fusdo pos-meiotica de dois nucleos no estagio de
tétrade (Prince, 1957, Bremer, 1961).

O mecanismo exato da transmissdo (2n + n) cromossomos ndo ¢ perteitamente
entendido (Bhat e Gill, 1985). Na figura 1 ha um esquema ilustrando um exemplo de como

ocorre o processo de nobilizagdo.
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Figura 1. Esquema da transmissdo dos cromossomos no processo de nobilizagdo em

cruzamento envolvendo S. officinarum (2n=80), como genitor feminino, e S. spontaneum

(2n=64).
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2.4 Marcadores moleculares

Mendel, em 1865, descobriu a segregacio genética de caracteristicas simples
realizando cruzamentos entre gendtipos de ervilhas fenotipicamente diferentes. Entretanto,
a corroboragdo desse estudo somente ocorreu com a redescoberta das Leis de Mendel por
Tschermak, DeVries e Correns em 1900, e a observagdo do comportamento de pares de
cromossomos homologos, através de métodos citoldgicos, por Sutton e Boveri em 1902
(Griffitts, 1996).

A partir deste momento, os estudos na area de Genética foram impulsionados e
surgiram novas descobertas, entre as quais a ligagdo génica, que precedeu e propiciou a
constru¢do de mapas de ligagdo (Correns, Batenson e Punnett, 1905; Morgan, 1912;
Sturtevant, 1913 citados por Liu, 1997).

Considerando esses principios e baseando-se em conceitos formulados sobre a
relagdo de um gene/uma enzima com a estrutura fisica e hereditaria da molécula de DNA
(Beadle e Tatum 1941, Watson e Crick 1953 citados por Griffiths, 1997), tém-se utilizado
as variagOes entre genotipos dentro de uma espécie para analise genética e construgdo dos
mapas genéticos. Essas variagdes podem ser consideradas em diferentes niveis biologicos,
desde um simples fenétipo até a detecgdo de uma alteragdo em um unico nucleotideo (Liu,
1997).

Trabalhos pioneiros de estudos de mapeamento concentraram-se em caracteristicas
fenotipicas de facil identificacdo visual com heranga mendeliana simples, tais como cor €
forma. Apesar da inquestionavel contribuicdo proveniente desses trabalhos, a utilizagdo
desses marcadores morfologicos € restrita devido ao seu nimero limitado, ndo fornecendo

uma cobertura ideal do genoma. Além disso, a existéncia de associagdes desses marcadores
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fenotipicos com efeitos drasticos para as plantas que os apresentam, torna-os indesejaveis
em programas de melhoramento (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

O desenvolvimento de marcadores isoenziméaticos solucionou em parte alguns
desses problemas. Tais marcadores sdo resultantes da presenga de mutagdes nos genes, as
quais alteram aminodacidos da proteina codificada. Como resultado, ha a formacio de
multiplas formas moleculares da mesma enzima, provocando alteragdio na mobilidade
dessas quando submetidas a eletroforese em campo elétrico. Essa técnica ampliou o
numero de marcadores possiveis de serem utilizados, os quais sdo considerados neutros e
podem ser estudados em varias espécies. Entretanto, quando uma cobertura mais ampla do
genoma € necessaria, como no caso de mapeamento genético ou caracteriza¢do detalhada
do germoplasma, as isoenzimas apresentam limita¢des relacionadas ao pequeno numero
total de locos e baixo nivel de polimorfismo detectavel em cada loco (Gottlieb, 1982).

Com o advento da tecnologia de DNA recombinante, resultante do
desenvolvimento de técnicas modernas em Biologia Molecular, surgiram novos método
para analise que aumentaram o poder de detecgio da variabilidade existente diretamente no
DNA.

Os marcadores moleculares do tipo RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), baseiam-se na detec¢do de polimorfismo de tamanho de fragmentos de
restrigdo do DNA (Tanksley et al, 1989; Zehr et al., 1992) e permitem detec¢do da
variabilidade existente no DNA. A disponibilidade de um grande numero de marcadores
RFLP, dispersos ao acaso no genoma de muitas espécies de plantas, tornou possivel a
confeccdo de mapas de ligacdo saturados (muitas marcas), com inumeros locos
informativos (Hoisington e Coe, 1990). Este marcador é representado por uma sonda

molecular (fragmento de DNA) hibridizada com DNA gendémico digerido por uma enzima
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de restrigdo e impresso em membranas. Assim, a associagdo sonda/enzima define um
marcador molecular e, a0 mesmo tempo, um loco cromossdmico (Botstein ez al., 1980).
Essa é uma técnica que apresenta repetibilidade dos resultados, e pode proporcionar
cobertura total do genoma, pois o0 nimero de marcadores obtidos € praticamente ilimitado.
Os marcadores sio fenotipicamente neutros e a quantidade de polimorfismo alélico em
cada loco pode ser grande, além dos marcadores ndo interagirem de forma epistatica
(Milach, 1998).

A variabilidade detectavel por marcadores do tipo RFLP em plantas foi observada
em varias espécies economicamente importantes, além da cana-de-agucar, tais como: milho
(Rivin et al., 1983; Burr et al., 1983; Helentjaris ef al. 1985), cevada (Saghai-Maroof e al,
1984), ervilha (Polans ef al., 1985), alface (Landry ef al., 1987), batata (Bornierbale e7 al,
1988), arroz (McCouch et al., 1988), soja (Apuya ef al., 1988) entre outras.

A implementacio desta técnica de RFLP para analise do polimorfismo ao nivel do
DNA, na rotina de um programa de melhoramento de plantas, apresenta maior dificuldade
que as demais técnicas desenvolvidas posteriormente, tais como microssatélites e RAPD
(Random Amplified Polymorfism DNA). Isto ocorre devido ao tempo e trabalho
envolvidos na obtengdo dos resultados, além do custo elevado.

A reagio de polimerizagio em cadeia (PCR - polymerase chain reaction), a qual
permite a sintese enzimatica de milhdes de copias de um segmento especifico de DNA
(Mullis & Faloona, 1987), possibilitou a analise de novas classes de polimorfismo,
permitindo que novos métodos de estudo do polimorfismo ao nivel do DNA sejam
realizados de forma rapida e menos laboriosa.

Williams et al. (1990), com base na amplificagdo de DNA, desenvolveram a

técnica denominada Random Amplified Polymorfism DNA (RAPD), que consiste na
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utilizagdo de "primers" arbitrarios (oligonucleotideos com cerca de 10 bases). A natureza
molecular do polimorfismo deriva de diferengas de apenas um par de bases (mutagdes de
ponto) como suficientes para causar a ndo complementaridade do "primer" com o DNA
molde. Este fato impede a amplificagdo de um segmento de DNA pelo néo anelamento do
"primer"” a sequéncia molde. Apesar da simplicidade envolvida nesta técnica, a sua baixa
repetibilidade provoca dificuldades em comparagdes de dados obtidos em diferentes
locais, resultando em grande desvantagem na sua utilizagdo.

Um dos marcadores mais informativos baseado em PCR, tem sido denominado por
varios acronimos, tais como: microssatélites, SSRs (Simple Sequence Repeats) ou STRs
(Short Tandem Repeats) (Litt e Luty, 1989; Tautz, 1989). Seqiéncias microssatélites de
DNA s3o compostas por unidades repetidas em cadeia com 1 a 6 pares de bases. O
polimorfismo € resultante da variagdo no numero das unidades repetidas em um dado
segmento de DNA. Estas variagdes sdo detectadas por amplificacdo desta regido do DNA
utilizando-se “primers” complementares as regides flanqueadoras das unidades repetidas.
Os microssatélites sdo marcadores loco especifico, codominantes e apresentam heranga
mendeliana. Nos udltimos anos, vem sendo desenvolvidos trabalhos envolvendo analise
genética em diferentes espécies de plantas utilizando-se microssatélites (Condit e Hubbell,
1991; Zhao e Kochert, 1992; Yang ef al., 1994; Mangolin, 2002; Sibov, 2002). A maior
dificuldade para a implementagio da técnica dos marcadores microssatélites ¢ a
necessidade do desenvolvimento de ‘"primers" especificos, que exige -elevado
investimento.

QOutra forma de detec¢do de polimorfismo é através da analise por marcadores
moleculares do tipo AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), os quais

envolvem a amplificac8o seletiva, por PCR, de fragmentos de restrigdo do DNA gen6mico
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(Zabeau, 1993). Os polimorfismos sio detectados pela diferen¢a de tamanho dos
fragmentos digeridos e amplificados diferencialmente. A superioridade desta técnica é a
capacidade de detecgdo simultdnea de um nimero elevado de marcadores em uma unica
analise, sendo os mesmos estaveis e reprodutiveis. Os marcadores AFLP sdo do tipo
dominante, 1sto €, os heterozigotos ndo sdo distinguiveis dos homozigotos. Desta forma,
perdem-se informagdes na genotipagem quando comparados a marcadores co-dominantes
como RFLP e microssatélites. Os marcadores do tipo AFLP vém sendo empregados tanto
para analise de diversidade genética (Lima ef al., 2002) como para construgdes de mapas

genéticos (Castiglione ef al., 1999; Ajmone-Marsan et al., 2001).

2.4.1 Mapas genéticos

Talvez a aplicagdo mais difundida dos marcadores moleculares seja na construgéo
de mapas genéticos, os quais sdo usados para determinar a localizagdo cromossémica de
genes afetando caracteres simples ou complexos de interesse agrondmico (Paterson ef al.,
1988).

Para a constru¢do dos mapas, formam-se grupos com marcadores ligados, isto é,
associam-se marcadores localizados num mesmo cromossomo. Essa construgdo envolve
tanto ordenar estes marcadores ao longo dos cromossomos quanto medir a distancia entre
eles (Lynch e Walsh, 1997)

A formag@o dos grupos de ligagdo, bem como a ordenag@o dos marcadores neles, €
realizada a partir de testes estatisticos considerando dois marcadores de cada vez. Assume-
se uma hipotese H, na qual os marcadores ndo estdo ligados, o que equivale dizer que a
frequéncia de recombinagdo entre ambos € igual a 0,5. Considerando a teoria de ligagio

genética (Griffiths, 1997) os mapas genéticos podem ser elaborados considerando-se a
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probabilidade de ocorréncia de diferentes classes genotipicas, ou seja, utilizando a
frequéncia de recombinagdo existente entre dois locos. Sturtevants (1913), sugeriu
padronizar a unidade de distdncia genética, definindo um centimorgam como sendo
equivalente a 1% de recombinagdo. Entretanto, esta medida de distancia apresenta uma
caracteristica inconveniente: a frequiéncia de recombinagdo utilizada como medida da
distancia entre os marcadores ndo ¢ aditiva. Se forem considerados por exemplo 3
marcadores ligados na ordem ABC, sendo utilizada a freqiiéncia de recombinacio como
escala para a distdncia, a soma das distidncias AB e BC sera diferente da distdncia entre
AC. Tal fato € explicado quando se considera que a presenca de um “crossing-over” em
uma regido do genoma tem efeito na freqiéncia de “crossing-overs” em regides
adjacentes. O acréscimo de novos marcadores, conseqiientemente, exige um ajuste de
todas as distancias ja obtidas, tornando a freqiiéncia inadequada como medida de
distincia. Esse efeito, chamado de interferéncia (8), varia de O (auséncia de interferéncia)
a 1 (interferéncia completa) (Pinheiro e Carneiro, 2000). Qutro aspecto a ser considerado é
que a distancia entre os locos é também uma medida da probabilidade de ocorréncia de um
"crossing-over" naquela regido. Como as probabilidades ndo tém a propriedade de soma, é
necessario converter essa medida usando alguma transformagao (fungdes de mapeamento).

A freqiiéncia de recombinag&o, por defini¢do, considera apenas o nimero impar de
eventos recombinantes, ou seja, que um “crossing-over” interfira completamente nas
regides adjacentes a ponto de impedir a ocorréncia de outros “crossing-overs”. E, portanto,
uma medida que considera apenas parte dos eventos de recombinagdo. A medida de
distdncia que considera o nimero total de eventos recombinantes ¢ comumente chamada
de “m” e varias fungdes de mapeamento s&o propostas para obté-la a partir das freqiiéncias

de recombinagdes observadas. Fungdes freqiientemente usadas sdo a de Haldane (1919),
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que assume auséncia de interferéncia, e a de Kosambi (1944), que assume uma quantidade
moderada de interferéncia (Pinheiro e Carneiro, 2000)

Diferentes programas computacionais, como MapMaker (Lander et al., 1987) e
JoinMap (Stam, 1993), utilizam diferentes algoritmos de estimativa multiponto e
ordenagdo de marcadores dentro dos grupos de ligagio. Ambos tém sido rotineiramente
utilizados para a construgdo de mapas genéticos, permitindo a utilizagdo das duas funcdes
de mapeamento citadas para calcular a distincia entre marcadores.

O nimero de marcadores necessarios para construir um mapa genético depende do
tamanho do genoma, do nimero de cromossomos e da freqiiéncia de recombinagido
genética. Um mapa pode ser considerado completo quando o nimero de grupos de ligagio
obtido pela analise dos marcadores for igual ao nimero de cromossomos do organismo e,
também, quando todos os marcadores genéticos mapeados estiverem ligados, indicando
que todas as regides do genoma estdo representadas (Guimardes e Moreira, 1999).

Os marcadores empregados na construgdo dos mapas podem ser escolhidos com
base em testes estatisticos da segregacdo dos alelos na populagio de mapeamento,
comumente usando a estatistica Qui-quadrado. O nivel de significincia considerado para a
realizagdao dos testes ¢ escolhido pelo pesquisador, sendo os valores mais comuns 5% e
1%. Entretanto, a exclusdo de marcadores para a analise de mapeamento baseando-se
somente nesses niveis de significdncia pode levar a ocorréncia de erro do Tipo I, que
implica em rejeitar uma hipdtese nula verdadeira. Este problema é incrementado quando se
considera que sdo realizados multiplos testes de hipdteses, para cada marca
individualmente.

Adotando-se um nivel de significincia (o) para cada teste, € observado um nivel de

significancia conjunto do teste (a*) que se apresenta crescente a medida que aumenta o
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numero de testes realizados, como indicado na equagdo 1 (supondo independéncia entre os

testes).

a*=1-(1-a)' ,emque (1)

o* = nivel conjunto de significincia
o = nivel individual de significincia de cada marca
t = numero de marcadores

Assim sendo, se por exemplo o pesquisador fixa 5% para cada teste (@=0,05) e
realiza 200 testes (t = 200), o nivel de significAncia conjunto é o* = 0,999965, ou seja, ha
certeza em detectar falsos positivos nesse teste.

Uma alternativa para contornar este problema € a utilizagdo da correcio de
Bonferroni (equagdo 2) (Rice, 1989). Esta corre¢do consiste em determinar o valor do

nivel de significdncia individual (o) que proporcionara o nivel de significincia conjunto

(o*), e assim contornar os problemas resultantes da realizagdo de multiplos testes.

a=-exp | In(l-g* | +1 (2)

t

Os significados dos termos s3o os mesmos ja apresentados.

2.5 Polipldides

26



Revisdo de literatura

Inimeras plantas de interesse econdmico sdao polipléidés, como € o caso da cana-
de-agicar. Os organismos polipldides podem ser divididos em alopoliploides e
autopoliploides com base em sua origem, nas relagdes filogenéticas e na evolucdo. Os
autopoliploides sdo derivados por multiplicagdo do numero basico de cromossomos do
individuo e os alopolipléides envolvem uma origem ou domesticagdo a partir de
hibrida¢des intergenéricas e, portanto, sdo constituidos por conjuntos de cromossomos de
espécies distintas (da Silva, 1996). Entretanto, muitas vezes o caminho evolutivo de
determinadas espécies ndo € bem definido por auséncia dos diploides ancestrais, devido a
extingdo dos mesmos ou devido ao fato destes ndo serem conhecidos e também pode haver
auséncia de estudos de relagdes filogenéticas que possam determina-los.

Jackson e Casey (1980) concluiram que o comportamento dos cromossomos
durante o pareamento cromossdmico representava uma chave para o entendimento da
evolugdo dos poliploides. Assim, baseando-se em fatores que afetam o pareamento
cromossémico, considera-se que todo alopolipldide tem interagdo dissOmica. Para
autopoliploides € esperada a interagdo polissdomica, a qual quase ndo € detectada em
autogamia, porém € bem evidente em alogamia, propiciando a heterozigosidade e a
heterose (Mac Key, 1987; Uhl, 1992). Entretanto, novos estudos demonstraram que o
comportamento genético em poliploides parece ser mais complexo, particularmente dentro
das gramineas, sugerindo o desenvolvimento de mecanismos de controle de pareamento de
bivalentes (Jackson, 1982).

Da Silva et al. (1993b, 1995) e Al Janabi ef al. (1993) observaram que a espécie S.
spontaneum (2n=64) comportava-se como um autopolipléide com heranga polissomica,
apesar de apresentar pareamento de bivalentes na meiose (encontrado na caracterizagdo de

alopolipléides).
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A constituigdo gendmica de muitos poliploides, com alto nivel de ploidia, ainda nio
€ completamente entendida. Analises com metodologias desenvolvidas especialmente para
poliploides promoveram auxilio no entendimento e distingdo entre autopolipléides e

alopoliploides (Wu ef al., 1992).

2.5.1 Detecgdo de polimorfismo em polipldides

O polimorfismo observado na técnica de RFLP ocorre porque o DNA de individuos
geneticamente distintos difere na seqiiéncia de nucleotideos ao longo da fita. A presenga ou
auséncia de seqiiéncias especificas de 4 a 8 pares de bases, reconhecidas e clivadas pelas
enzimas de restrigio, pode variar entre diferentes individuos, gerando polimorfismo
(Ferreira e Grattapaglia, 1998). Este marcador tem heranga co-dominante devido & sua
capacidade de distinguir entre os homozigotos e heterozigotos para o loco em questdo. A
existéncia de grande disponibilidade desses marcadores ao longo do genoma, abriu
perspectivas relevantes para varios estudos genéticos, entre eles, a possibilidade da
construgao de mapas genéticos.

Entretanto, quando se trata de organismos poliploides, a complexidade envolvida
no uso de marcadores do tipo RFLP aumenta. A grande quantidade de fragmentos gerados,
que podem representar os diferentes alelos do mesmo loco nos varios cromossomos
homologos envolvidos, nd3o permite a identificagdo dos genotipos pelo fendtipo
visualizado.

Varios estudos foram realizados para tentar superar tal dificuldade, como a
metodologia proposta por Wu ef al/. (1992), em que € considerado o pareamento de

bivalentes na meiose. O mapeamento € realizado através de fragmentos de dosagem tunica
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no genoma, denominados marcadores em dose simples ou SDRF (Single Dose Restriction
Fragment) detectados pela segregagdo na propor¢do 1:1 (Figura 2). O padrio de
polimorfismo € representado pela auséncia ou presenga de bandas individuais. Nesse caso,
o marcador RFLP perde a vantagem da co-dominincia e passa a funcionar como um
marcador dominante. No entanto, no caso de segregacio 1:1, isso ndo representa nenhuma

desvantagem.
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Figura 2. Esquema ilustrando a distribuic@o dos alelos A e B, pertencentes ao mesmo loco,
entre os gametas formados por cada um dos genitores (P; e P;) e possiveis gendtipos
observados entre os descendentes F; do cruzamento. O alelo A € representado como copia
unica entre os cromossomos homoélogos no genitor P;. Considerando o pareamento de
bivalentes na meiose, havera somente formagdo de dois tipos de gametas: um tipo de
gameta contendo o alelo A e o outro ndo apresentando este alelo. No caso do genitor P,, o
alelo A ndo esta presente, resultando em formagdo de gametas sem este alelo em seu
gendtipo. O alelo B esta em doses multiplas e presente na constituigdo gendmica dos dois
tipos de gametas formados pelos dois genitores. Baseando-se no encontro aleatério dos
possiveis gametas originados na meiose por cada um dos pais, em F; estdo representados
os possiveis gendtipos da progénie originada Os gametas do genitor P, combinam-se de
duas formas diferentes: com um gameta do P; que contém o alelo A ou um gameta sem a
presenca deste alelo. Dessa forma, espera-se que metade dos individuos formados pela
unido desses gametas tenham o alelo A e a outra metade ndo. A relagdo esperada para um
alelo em dosagem Unica no genoma, obedece portanto a relagdo 1:1. O alelo B esta em

dosagens variadas no genoma, possuindo um padrio de segregagdo mais complexo.

Um SDRF ¢é equivalente a um Unico alelo em autopoliploides, ou a um alelo no
estado heterozigoto em um genoma diploide em alopoliploides. Sua segregacdo equivale a
um alelo simples ou no estado de heterozigoto nos gametas: metade dos gametas contém o
DNA de um fragmento e a outra metade ndo. Estes tipos de gametas podem ser
visualizados na progénie de um determinado cruzamento, onde tal fragmento estd presente

em um genitor e ausente no outro. Assim, o fenotipo dos marcadores SDRF representa o
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“tipo de gameta” de um genitor ao invés de apresentar a combinagio dos gametas de
ambos (Wu et al. 1992).

Como se trata de genética de polipldides, outras alternativas de segregagdo sdo
possiveis de ser observadas. Por exemplo, observa-se a presen¢a de um mesmo alelo nos
dois genitores, estando ele ou ndo em dosagem semelhante no genoma de cada um dos
genitores (da Silva et al., 1993a).

Marcadores SDRFs também podem ser detectados com um comportamento
segregante diferente do qual foi exposto até o momento. Tal situagdo € encontrada quando
um mesmo alelo esta presente nos dois genitores em dosagem Unica e a segregagdo deles
na progénie F; obedece a propor¢do 3:1 (da Silva et al, 1993b; Grivet et al., 1996). A

Figura 3 ilustra a situagdo citada.
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Figura 3 Esquema ilustrando a distribuigao dos alelos A e B, pertencentes ao mesmo loco,
entre os gametas formados por cada um dos genitores (P1 e P2) e possiveis gendtipos
observados entre os descendentes F; do cruzamento. O alelo A é representado como copia
unica entre os cromossomos homologos tanto no genitor P; como no genitor P,. Baseando-
se em pareamento de bivalentes na meiose, havera somente formagio de dois tipos de
gametas para os genotipos representados por esses genitores: um tipo de gameta contendo
o alelo A e o outro ndo apresentando este alelo. Considerando os gametas formados por
cada genitor analisado, metade dos gametas provenientes do P; possui o alelo A e a outra
metade dos gametas ndo tem esse alelo representado Situagio semelhante é observada
para P, Verificando os possiveis genotipos formados para a progénie F; de um cruzamento
deste tipo, constata-se que o alelo A, estara presente na proporgdo de 3:1 individuos.
Assim, quando verificamos um fragmento monomorfico entre os genitores com segregagao
3'1 entre os individuos da progénie Fi, o alelo sera considerado em dose Unica e sera
utilizado para a construgdo do mapa. O alelo B esta em dosagens variadas no genoma,

possuindo um padrdo de segregacdo mais complexo e de dificil analise.

Os tipos de marcadores representados pelo alelo A, expdem a limitagdo do método
de mapeamento baseado em marcadores em dose simples para poliploides. Os marcadores
SDREF identificados na proporggo 3:1 sdo dominantes e assim exploraram somente ligagSes
em fase de acoplamento. A estimativa da disténcia e a ordenagcdo dos SDRFs em fase de
repulsdo, através dos dados de segregacdo, é ineficiente em interagdes dissGmicas e
praticamente impossivel em interagdes polissdmicas, pois neste caso seria necessaria uma
populag@o extremamente grande para o mapeamento (Allard, 1956, Wu ef al., 1992). Esta

questdo pode ser solucionada com marcadores em dose dupla ou dose tripla (da Silva,
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1996), complementando a analise de marcadores em dose simples. Tais marcadores
facilitam a identificagdo dos grupos homodlogos, permitem a detec¢do indireta de SDRFs
em fase de repulsdo e potencializam a utilizag8o dos dados. Entretanto, a inexisténcia de
pacotes computacionais envolvendo este tipo de analise, retarda os estudos utilizando
marcadores em dose dupla ou tripla.

Wu ef al. (1992) calcularam que para considerar um marcador como SDRF com 95,
98 ou 99% de nivel de confianga sdo necessarios 54, 75 ou 92 individuos constituindo a
familia a ser estudada. Tanto para auto como para alopolipldides, a detec¢o de ligacdo em
fase de acoplamento de SDRFs € uma fung@o da fragdo de individuos recombinantes em
uma populagdo. Esses marcadores permitem a identificagdo de alelos em uma populagdo
relativamente pequena.

Alguns exemplos s@o encontrados na literatura. Através da metodologia de SDRFs,
foi desenvolvido um mapa de ligagdo para a espécie S. spontaneum, onde 216 marcadores
RFLP foram 1dentificados por 116 sondas, gerando 44 grupos de ligagdo (da Silva et al,
1993a). Posteriormente, da Silva ef al. (1993b), propuseram uma analise para marcadores
em dose dupla e tripla. No mesmo periodo, outro mapa para S. spontaneum foi construido,
utilizando marcador RAPD (Al Janabi ef al, 1993). Em seguida, esses dados foram
agrupados em um Unico mapa, onde os resultados sugeriam que S. spontaneum seria um
autopoliploide (da Silva ef al. 1995). Esses estudos preliminares, deram impulso a outras
analises envolvendo as espécies do complexo Saccharum, onde foram sugeridas possiveis
correlagdes entre cana-de-agicar, sorgo e milho, espécies pertencentes a tribo
Andropogoneae (Grivet et al., 1994; Guimardes ef al., 1997; Dufour et al, 1997).

Buscando mais informag¢des sobre a cana-de-agucar, foram ainda desenvolvidos mapas
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para S. officinarum e S. robustum, sendo que a primeira destas ¢ uma das principais
especies que compdem as variedades comerciais (Ming ef al. 1998; Guimaraes et al., 1999)

Outros trabalhos foram desenvolvidos analizando a coexisténcia gendmica dos
genes derivados de S. officinarum e S. spontaneum, sendo varios grupos de ligagdo
identificados. Infelizmente o nimero de progénies utilizado nio foi suficiente para ordenar
os marcadores (D’Hont ef al., 1994; Grivet ef al, 1996). Em extensdo a essas pesquisas,
Grivet ef al. (1996) construiram um mapa de ligagdo utilizando uma populacio resultante
da autofecundagdo da variedade R570, conhecida como variedade elite. O mapa foi
construido utilizando marcadores RFLP.

Recentemente, identificou-se o gene de resisténcia a ferrugem nesta populagio de
autofecundacgéo, através da saturagdo do mapa genético com marcadores na regifio de
localizagdo do gene (Daugrois et al, 1996). Para esta saturagio, foram também
consideradas as relagdes de sintenia entre a cana-de-agucar e outras gramineas (Asnaghi et
al., 2000).

Baseando-se ainda na progénie derivada de autofecundagio desta variedade, outro
mapa foi construido recentemente, utilizando marcadores AFLP. Este mapa é mais
representativo que O anterior, por conseguir uma maior cobertura do genoma. Neste
estudo, foi confirmada a proporgdo de participagdo de cada progenitor ancestral no clone
R570: 80% para S. officinarum e 20% para S. spontaneum (Hoarau, 2000). Entretanto,
para a obtengdo de respostas conclusivas sobre o comportamento cromossdmico das

cultivares de cana-de-agucar sio requeridos outros estudos.
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3. Objetivo

Construg@o de um mapa genético de ligagdo para populag@o oriunda do cruzamento
de hibridos interespecificos de cana-de-agicar (Saccharum spp.), que representam
variedades comerciais, SP80-180 e SP80-4966, empregando-se marcadores moleculares do

tipo RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism).
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Resumo

Marcadores moleculares sdo utilizados como uma ferramenta rapida e eficaz para
estudos genéticos de plantas. Entre as diferentes aplicacdes dos marcadores, esti a
constru¢do de mapas genéticos, os quais possibilitam a aquisicdo de informagdes
importantes sobre uma espécie estudada, auxiliando os programas de melhoramento. Um
exemplo importante de aplicagdo € o mapeamento de QTL's.

Considerando a importincia econdmica da cultura e a inexisténcia de um mapa
genético oriundo de cruzamento entre variedades comerciais de cana-de-agucar, o presente
trabalho apresenta um estudo utilizando 189 marcadores RFLP em dose simples no
genoma (SDRFs) originados de 55 combinagdes diferentes de sonda gendmica/enzima de
restrigdo em uma populagdo de mapeamento F;, sendo esta proveniente do cruzamento
entre duas variedades comerciais de cana-de-acicar (hibridos interespecificos),
denominadas SP80-180 e SP80-4966. Com estes marcadores foi gerado um mapa genético
de 480 cM com 33 grupos de ligagdo envolvendo 72 marcadores, sendo que 117
marcadores permaneceram ndo ligados. A utilizagdo de varios marcadores provenientes de
uma mesma sonda mostra-se eficaz na identificagdo de grupos homologos, apresentando
resultados satisfatorios para a cobertura vertical do genoma de cana-de-agtcar. Entretanto,
uma vez que o numero de cromossomos da cana-de-agtcar € elevado, variando de 80 a
130 marcadores, marcadores com essa caracteristica fornecem uma baixa cobertura
horizontal do genoma, pois o mapeamento enfoca apenas as regides cosegregantes. Em
hibridos interespecificos de cana-de-agucar, a coexisténcia de alelos simples e multiplos e
a presenca de nimero de cromossomos irregular, resultado da aneuploidia nos genitores,

dificultam a interpretacdo correta das classes homologas.
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O mapa construido representa uma estrutura basica inicial para o mapeamento com
outros tipos de marcadores, como AFLP e microssatélites, visando a sua saturagio. Tal
procedimento sera necessario para o mapeamento de caracteristicas quantitativas e

qualitativas de interesse agronémico em cana-de-agucar.

Palavras Chaves: Mapa Genético, Hibrido Interespecifico, Cana-de-Ac¢ucar,

Marcadores Moleculares RFLP, Variedades Cultivadas.
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Introducio

A cana-de-agucar € cultivada em muitos paises do Velho ¢ Novo Mundo, sendo
estes ultimos responsaveis por 60% da produgio mundial de agticar. No Brasil ela ¢
utilizada desde a década de 70 como fonte renovavel de combustivel alternativo ao
petroleo, o alcool, sendo esta uma aplicagdo pioneira em termos mundiais,

A inquestionavel importincia dessa cultura esbarra em varias peculiaridades
genéticas que vém retardando os progressos para um entendimento completo do genoma
da cana-de-agucar. Entre os obsticulos a serem transpostos estd a complexidade do
genoma, derivada do alto nivel de ploidia presente no género Saccharum (Sreenivasan et
al., 1987). O melhoramento genético teve como base a geracdo de variedades comerciais
derivadas de cruzamentos interespecificos entre Saccharum officinarum, usualmente com
2n = 80 cromossomos e, Saccharum spontaneum com 2n = 40-128 cromossomos. Essas
hibridagdes interespecificas foram seguidas de varios retrocruzamentos do hibrido com .
officinarum, processo denominado de "nobilizagdo" (Bremer, 1961; Butterfield er al,
2001; D'Hont and Glaszmann, 2001). Portanto, as cultivares modernas apresentam na sua
constituigdo gendmica parcelas do genoma de diferentes espécies. Estima-se que 10% a
25% do genoma das variedades cultivadas modernas tenha contribuigdo de S. spontaneum
(D'Hont et al., 1996; Hoarau, 2001). As caracteristicas estruturais dos cromossomos de S,
spontaneum levam a uma organizagdo gendmica complexa com eventos aleatérios de
recombinagao, resultando em aneuploidia, com cerca de 2n = 100 + 5-30 cromossomos
nestes hibridos interespecificos com elevada ploidia. (Grivet e Arruda, 2002).

A confecgdo de mapas genéticos é importante para a aquisicio de informacdes
relevantes para o melhoramento de uma espécie, por permitir o acesso e a avaliacio da

variabilidade genética, bem como o conhecimento de associagdes significativas entre os
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marcadores € genes para caracteres qualitativos e quantitativos importantes para o
melhoramento.

A aplicag@o da tecnologia de mapeamento em polipléides ndo tem sido tdo intensa
quanto a de plantas dipléides, sendo dificultado por haver multiplicidade de segregagao
dos cromossomos, varios tipos possiveis para formagdo de gametas e, pelo fato da
freqiéncia dos diferentes gendtipos ndo poder ser identificada por um teste de
retrocruzamento (Fisher, 1949). Como resultado, ha formag¢éo de um padrio de segregacdo
genética na progénie de dificil analise. Os beneficios dos estudos de mapeamento s6
puderam ser alcangados para Saccharum spp., apés o desenvolvimento da metodologia de
mapeamento direto em poliploides proposta por Wu ef al. (1992), que se baseia na analise
de fragmentos de restrigdo em dose Unica no genoma (SDRF), considerando pareamento
de bivalentes na meiose.

Marcadores do tipo RFLP s3o, até o momento, os mais informativos para
determinar as relacdes de homologia entre mapas de espécies diferentes. Tal fato €
decorrente da possibilidade de hibridizagdes heterologas das sondas utilizadas no
mapeamento. Além disso, para cana-de-agucar, até o momento, este € 0 marcador que tem
mais informacdes disponiveis entre diferentes espécies do género Saccharum spp. (Grivet
et al., 1994; da Silva et al., 1995; Dufour et al., 1997; Guimaraes ef al., 1997).

O mapa genético para a espécie selvagem S. spontaneum, construido com base em
marcadores RFLP (da Silva et al., 1993a; Al-Janabi et al. 1993; da Silva ef al. 1995; Ming
et al, 1998) indicou que a espécie é autopolipléide, considerando a caracteristica de
heranga polissdmica. Tal resultado contrariou as expectativas iniciais de classificagdo em
polipléides considerando o pareamento bivalente como comportamento cromossomico na

metafase I da meiose desta espécie (Jackson, 1982). Acredita-se que tal situa¢do deve-se a
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atuagdo de mecanismos genéticos promotores de direcionamento dos pareamentos
cromossémicos em autopoliploides (Timmis e Rees, 1971; Avivi, 1976). Guimaries
(1999) apresentou fortes evidéncias sobre polissomia incompleta em S. officinarum e S.
robustum, baseado-se em pareamento preferencial parcial dos cromossomos de alguns
grupos. Os mapas de ligagdo existentes atualmente para cana-de-aglcar representam
alguns genotipos das espécies do género Saccharum. Entretanto, nio existe um mapa
construido a partir de uma popula¢@o oriunda de cruzamento entre variedades comerciais,
o que € de fundamental importdncia para a aplicagdo direta em programas de
melhoramento e, também, para utilizagdo dessas informagdes em programas de selecio
assistida.

O estudo que mais se aproxima do mapeamento de variedades comerciais, foi
desenvolvido por Grivet ef al (1996), no qual efetuou-se a construgdo de um mapa
genético baseado em progénie resultante de autofecundacdo da variedade R570. O niimero
de individuos da progénie utilizados para 0 mapeamento impossibilitou a visualiza¢io do
comportamento cromossémico, mas resultou, através dos 408 marcadores SDRF
mapeados, na formagdo de 96 grupos co-segregantes que puderam ser reunidos em 10
grupos homologos. Os subsidios necessarios para o mapeamento do gene de resisténcia a
ferrugem tiveram base nesse estudo (Daugrois ef al., 1996, Asnaghi ef al, 2000). Em
extensdo ao estudos realizados para a populag@o derivada de autofecundacdo da variedade
R570, Hoarau (2000) promoveu cobertura de 1/3 do genoma utilizando 939 marcadores do
tipo AFLP. Entretanto, estes marcadores apresentaram deficiéncia de cobertura da porgio
do genoma referente & S. officinarum. Um outro ponto refere-se ao fato desse tipo de
cruzamento ndo ser utilizado na pratica, uma vez, que a cana-de-agticar é uma espécie

alogama que apresenta elevada depressdo por endogamia (Matsuoka, 1999a).
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Apesar do grande numero de estudos que vém sendo realizados, os resultados
obtidos ainda s#o incapazes de delinear o completo comportamento gendémico da cana-de-
acgucar. Assim, sdo ainda necessarios trabalhos que venham a auxiliar na elucidag@o dos
aspectos genéticos desta espécie.

O presente trabalho apresenta um mapa preliminar para hibridos interespecificos de
cana-de-agucar, obtidos a partir de variedades comerciais, SP80-180 e SP80-4966,

construido com base em 189 marcadores SDRF.
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Material e Métodos

Material Vegetal

For utilizada uma progénie F;, constituida por 100 individuos, derivada do
cruzamento entre duas variedades comerciais de cana-de-agicar  (hibridos
interespecificos). O cruzamento foi realizado na Estagdo Experimental da Copersucar em
Camamu, BA-Brasil, entre as variedades comerciais SP80-180 (genitor feminino) e SP80-
4966. Estas variedades apresentam comportamento contrastantes para caracteristicas de
importancia agrondmica e industrial. A variedade SP80-180 apresenta alta produtividade
de colmos, baixo teor de sacarose e suscetibilidade a doenc¢a denominada escaldadura
(causada pela bactéria Xanthomonas albilinean). O genitor masculino, SP80-4966,
apresenta baixa produc@o de colmos, alto teor de sacarose e resisténcia a escaldadura. A
progénie F; resultante deste cruzamento foi plantada na estagdo experimental da
Copersucar em Piracicaba-SP e serviu como fonte de material foliar para extracio de

DNA. Destas plantas também obteve-se as mudas para o plantio dos ensaios de produgao.

Sondas

As sondas utilizadas foram selecionadas aleatoriamente de um Banco Gendmico de
Saccharum spp. construido por Burnquist (1991), e sdo denominadas de sondas SG,
seguidas de um numero de ordenagio. Esta biblioteca € mantida pelo Centro de Tecnologia

Copersucar, onde se encontra armazenada sob a forma de cultura bacteriana (£.coli) em

glicerol, a - 70°C.
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Para a confec¢do das sondas, os insertos de DNA foram obtidos dos plasmideos
pUC18 onde estavam clonados, através de amplificagdo por PCR. A reagdo consistiu de
0,5U de Taq polimerase (GIBCO/BRL), 1X a concentragao do tamp@o para a enzima 7aq
polimerase, MgCl, 25 mM, dNTP 10mM, 0,75uM de cada primer CV72 (5'- ACGACGT
TGTAAAACGACGGCCAGT-3") e CV76 (5'- AACAGCTATGACCATGATTACGCC-
3", e agua para completar o volume final de 25ul. O programa utilizado para a
amplificagdo envolveu um 1° ciclo de desnaturagio por 2,5 min a 94°C seguidos de 30
ciclos, sendo cada um deles constituido por desnaturagdo por 1 min a 94°C, anelamento
dos "primers" a 55°C por 2 min e extensdo a 72°C durante 3 min, com 1 ciclo final de
extensio a 72°C por 7 min. O produto amplificado foi quantificado em gel de agarose e
posteriormente utilizado em marcagdes radioativas através do método de “Random
Hexamer Labelling” (Feinberg e Vogelstein, 1983), usando-se o kit Rediprime II

(Amersham), empregado de acordo com o protocolo do fabricante.

Extracio de DNA e confeccio das membranas

O DNA gendmico foi extraido utilizando o protocolo descrito por Hoisington ef al.
(1994), com modificagdes. A metodologia envolve basicamente extragdo do DNA em
tampdo CTAB, seguida de duas extragdes com cloroférmio/alcool isoamilico (24:1) e uma
extracdo final com fenol. O DNA foi ressuspendido em TE, quantificado e sua qualidade
analisada em gel de agarose 0,8% (p/v).

O DNA extraido foi digerido separadamente, com quatro enzimas de restri¢ao

diferentes: Dra 1, Eco RI, Eco RV e Xba 1. As reagdes foram preparadas utilizando 20ug

de DNA, 30ul do tampdo da enzima (10X); 7,5ul de espermidina (0,1M); 6U de enzima de
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restricdo (10U/ul) e 4gua esterilizada para completar o volume de 300ul. Em seguida
efetuou-se a incubagdo & temperatura de 37°C “overnight”.

Para a confecgdo das membranas necessarias ao desenvolvimento da técnica de
RFLP, foram aplicados 20ug de DNA (de cada amostra digerida) em géis de agarose 0,8%
(p/v) e submetidos a eletroforese a 20mA por aproximadamente 22h. O DNA contido no
gel foi transferido para membrana de Nylon (Hybond-N+, Amersham), baseando-se na
técnica de transferéncia por capilaridade descrita por Southern (1975).

Na hibridizag@o, as membranas foram incubadas por 18-24h a temperatura de 65°C
em 5 ml da solugdo HYB (Na2PO4 0,5M pH 7,2; BSA 1%; SDS 7%, esperma de salmio

100pg/ml) contendo a sonda SG selecionada e previamente marcada radioativamente com

io]

a-dCTP*. Posteriormente, as membranas foram submetidas a 3 solucdes de lavagem:
Solugdo I (SSC 2X, SDS 5%), Solugdo II (SSC 1X, SDS 5%) e Solugdo III (SSC 0,5X,
SDS 5%), onde cada lavagem teve dura¢do de 20 min a temperatura de 65°C. As
membranas foram envolvidas em envelopes plasticos e expostas a um filme

autoradiografico X-Omat (Kodak) por pelo menos 7 dias.

Analises dos Marcadores Polimoérficos e Construcio do Mapa Genético

A andlise de mapeamento em poliploides foi baseada na metodologia de
identifica¢do de marcadores RFLP em dosagem tnica no genoma, desenvolvida por Wu ef
al. (1992), os quais sdo denominados "Single Dose Restriction Fragments" (SDRF).

Foram consideradas as melhores combinagdes entre as sondas selecionadas do
Banco de DNA Gendmico, denominadas SG, e 4 diferentes enzimas (Dral, EcoRl, EcoRV

e Xbal), quanto a visualizagdo de bandas individuais presentes em um genitor e ausentes
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no outro. Os marcadores foram avaliados para a segregagdo na proporgdo 1:1 por meio do
teste estatistico x*. Os marcadores foram avaliados para a segregacdo na propor¢ao 1:1 por
meio do teste estatistico %>, Considerando-se o tipo de progénie estudada, marcadores em
dosagem unica segregando na progénie F; também podem ser encontrados quando o
fragmento mostra-se monomorfico entre os genitores. Neste caso a segregacdo na progénie
apresenta a propor¢do 3:1. Todos os marcadores encontrados foram identificados com o
numero da sonda previamente estabelecido na construgdo do Banco Gendmico, seguido de
letras do alfabeto em ordem decrescente de tamanho dos referidos fragmentos.
Complementando essa identificagdo, acrescentou-se a propor¢cdo da segregagio do
marcador representadas por (1:1) ou (3:1). Conjuntamente aos marcadores declarados
como possuindo segregagdo (1:1) na progénie de cruzamento, especificou-se a origem do
fragmento com os simbolos P, e P, representando os genitores. Além disso, houve a
adigdo das letras d (Dral), e1 (EcoRI), ev (EcoRV) ou x (Xbal) informando qual a enzima
utilizada para a geragdo do marcador especifico em combinagdo com determinada sonda.
Todos os testes de segregagdo (1:1 ou 3:1) foram analisados considerando a corregdo
Bonferroni para evitar o erro tipo [ (Rice, 1989), ou seja, para controle do nivel conjunto
de significancia.

Uma matriz de dados foi construida baseada na genotipagem de 100 individuos da
progénie F1, utilizando os marcadores SDRFs. Os marcadores apresentando os dois tipos
de segregacdo foram analisados e integrados em um mesmo mapa utilizando o programa
JoinMap v 3.0 para Windows (Ooijen e Voorrips, 2001). Os grupos de ligagdo foram
construidos utilizando-se um "Lod Score" minimo de 3 e maximo de 50% de
recombinagdo. As frequéncias de recombinagdo, estimadas em analises multiponto foram

convertidas em distdncia genética através da funcdo de Kosambi (1944).
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Resultados e Discussido
Polimorfismo

Foram utilizadas 83 sondas SG na avaliagdo de polimorfismo entre os genitores,
digeridos com 4 enzimas de restri¢do. Consideraram-se apenas as melhores combinagdes
sonda/enzima a serem empregadas na genotipagem da populacédo segregante.

A selecdo consistiu-se no nimero de bandas polimérficas visualizadas e na
intensidade delas. Considerou-se que um niimero maior de fragmentos polimorficos em
uma mesma hibridizacdo aumenta a chance de encontrar pelo menos um marcador SDRF
dentre eles em menor unidade de tempo. As bandas apresentando menor intensidade de
sinal possuem maior probabilidade de serem a representacdo de uma regido com baixo
namero de c6pias, sendo possivel estarem na dosagem tnica desejada.

Desta forma, cinquenta e cinco combinagdes sondas/enzima (66,3%) foram
escolhidas. Foram gerados 112 fragmentos polimérficos. As outras 28 sondas (33,7%)
avaliadas ndo demonstraram qualquer polimorfismo entre os genitores em combinagdo

com nenhuma das 4 enzimas utilizadas (Figura 1).
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Figura 1. Comportamento de sondas SG em combinagdo com as enzimas Dral, EcoRl,
EcoRV e Xbal. Auséncia Polimorfismo, representa a porcentagem referente s 28 sondas
que ndo demonstraram nenhum fragmento polimorfico entre os genitores. Dral (13).
EcoRI (14), EcoRV (11) e Xbal (15), representam a propor¢do de sondas que geraram 0s
melhores resultados com cada uma destas enzimas. Os nimeros entre parentéses
representam as quantidades de sondas para as quais foram utilizadas cada uma das

enzimas.

Marcadores SDRFs

Os fragmentos polimérficos foram inicialmente avaliados quanto a dosagem com
que se apresentavam no genoma em genotipagem realizada envolvendo apenas 14
individuos da populagdo F,. Nesta avalia¢do, dos 112 fragmentos polimérficos observados
entre os genitores, foram identificados 100 (89,3%) como marcadores SDRFs.

Considerando o tipo de progénie estudada, esta etapa permitiu a detec¢do de
fragmentos monomorficos entre os genitores, mas que apresentavam-se segregantes nos
individuos genotipados. Marcadores com essa caracteristica também podem estar em
dosagem Unica no genoma polipléide de cana-de-agucar quando a segregagdo na progénie
apresenta a proporgao 3:1.

Houve a detec¢do de mais 109 novos marcadores. Entretanto, o numero de 14
individuos utilizados nesta etapa ndo fornece com confianga estatistica a distingdo de
marcadores SDRFs de marcadores em outras dosagens. Assim, somente quando toda a

progénie foi estudada, pdde-se ter o nimero exato de marcadores SDRF detectados.
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Durante a genotipagem dos 100 individuos da populagdo F; e baseado-se no
comportamento segregante esperado para marcadores em dose nica no genoma neste tipo
de progénie, dos 109 novos marcadores identificados, 89 (81,7%) eram marcadores
SDRFs.

Considerando um total de 221 marcadores encontrados, 189 marcadores eram
marcadores em dosagem tnica (SDRF) no genoma da populagdo F; estudada (Figura 2).

Os outros marcadores detectados estavam em doses multiplas no genoma (MDRF).

Marcadores

IMDRF]|
mSDRF |

ooz cZ

Dra | Eco Rl Eco RV Xba |

Figura 2. Nimero de marcadores detectados no mapeamento de uma populagao F; derivada
do cruzamento entre duas variedades comerciais. MDRF, indica niimero de marcadores em
doses miltiplas no genoma. SDRF, nimero de marcadores em dose simples. Dral, EcoRlI,
EcoRV e Xbal, enzimas utilizadas na hibridizagdo com sondas SG geradoras de marcadores

MDRF e SDRF.
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Em comparagdo com os mapas construidos para as espécies Saccharum spp.,
constatou-se que o numero de marcadores em dose simples obtidos neste estudo em
relagdo ao numero de sondas utilizadas, € relativamente maior do que o inicialmente
esperado. O indice elevado 85,5% (221/189) de marcadores RFLP em dosagem unica no
genoma da populagio F, derivada do cruzamento entre hibridos interespecificos, supera os
73% encontrados por da Silva et al. (1993) para a espécie selvagem S. sponfaneum, 0s
68% para S. officinarum (Guimaraes, 1999), sendo similar ao encontrado para a variedade
R570 (85%) estudada por Grivet ef al. (1996).

Em um primeiro momento, estes resultados podem sugerir que ha grande
diversidade genética entre as variedades utilizadas no cruzamento para obtengdo da
populagdo de mapeamento do projeto. Entretanto, a porcentagem de SDRFs semelhante a
encontrada para a variedade R570 motivou a procura da origem das variedades envolvidas
no cruzamento realizado para obtengdo da populagio F; utilizada neste trabalho. A
genealogia das variedades SP80-180 e SP80-4966 mostrou a existéncia de alguns clones
ancestrais em comum (dados ndo mostrados). Este fato ndo € surpreendente considerando o
pequeno nimero de gendtipos envolvidos na geragdo de novas cultivares de cana-de-
acucar (Lima ef al., 2002).

A variabilidade genética é maior entre os clones de S. spontaneum que entre os de
S. officinarum (Lu et al., 1994). Assim, grande parte dos marcadores utilizados no estudo
da populagdo F1 obtida por autofecundagdo da variedade R570 representou a variabilidade
encontrada na porgdo de S. spontaneum, a qual participa do genoma das variedades
comerciais (Hoarau, 2000). No presente estudo, ndo € possivel saber se a porgéo

polimorfica revelada pelas sondas RFLP sio predominantemente de S. spontaneum ou nao.
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Desta forma, sdo necessarias investiga¢des mais detalhadas para verificar se o grau médio
de similaridade genética entre os genitores envolvidos no cruzamento F; utilizado neste
trabalho pode interferir na obtengéo de marcadores da porgdo S. officinarum. Estes estudos
530 necessarios, uma vez que a autofecundagio parece ter dificultado a avaliagdo da parte
S. officinarum do genoma da variedade R570 (Hoarau, 2000), significando que a
similaridade entre genitores leva a avaliagdo preferencial da porgio do genoma

representada por S. spontaneum.

Mapa Genético

A utilizagdo de 189 marcadores SDRF no presente trabalho resultou na construgio
do primeiro mapa de ligagdo baseado em cruzamento entre duas variedades comerciais
(hibridos interespecificos) de cana-de-agucar. Seguindo os critérios estabelecidos no
desenvolvimento de outros mapas de ligagdo em cana-de-aglcar, definiu-se "Lod Score" 3
como sendo o melhor critério para formagdo dos grupos de ligagdo e frequéncia de
recombinagio 0,5.

Nestas condi¢Ses, 61,9% (117/189) dos marcadores permaneceram sem ligagdo
com qualquer outro marcador apds analise multiponto. Essa situagdo é perfeitamente
esperada quando considera-se que a constituicdo do genoma de um cruzamento entre
variedades comerciais de cana-de-aguicar envolve cerca de 100 a 200 cromossomos, sendo
necessaria a formagdo de até 400 grupos de cosegregagdes para promover a saturagio de
um mapa deste tipo. Desta forma, h4 grande probabilidade de que o baixo nimero de
marcadores (189) utilizados na construgdo do mapa represente regides diferentes e

localizadas em porgdes distanciadas no genoma, ou mesmo em cromossomos diferentes.

52



Artigo

A Tabela 1 apresenta o comportamento geral dos 221 marcadores RFLP gerados
por 55 diferentes combinagdes sonda gendmica/enzima de restrigdo. O mapa apresentou
uma cobertura de 480 ¢cM do genoma de cana-de-agucar, efetuados por 33 grupos de
ligagdo, englobando 72 marcadores ligados. Considerando a origem similar (mesma
sonda/enizma) de pelo menos 1 dos marcadores que constituiram 0s grupos, 27 destes

grupos foram reagrupados em 7 provaveis grupos homologos (Figura 3).
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Tabela 1. Detalhamento das caracteristicas dos marcadores encontrados nas hibridizagdes envolvendo cada uma

das combinacdes sonda/enzima utilizadas.

Dral
sG4 2(AB” 2(AB) - - 2{AB)
SG168  10(A)) 6§ (ABCDIH) 2(EF) 2(G)) 6(ABCEFH) 2(D}
sG21 8 (AH) 8(ACDEGH) 2(BF) 8 (AB,C,D,EF.GH) 2
SG38  7(AG) 2(A0) 2(BD) 3(EF.G) 3(BCD) 1(A)
SG25 2(AB) - 2(AB) 2(AB) =
SG50  8(AH) 5(ABDGH) 2(EF) 1(C) 3(ABFR) 4(DEGH
SG56  6(AF) 2(AB) 3(CEF) 1(D) 2(AE) 3(C.BF)
SGo1 9(Ad) 5(A.CEF,G) 4(BDHI) 1(D) 8(ABCEFGH!
SG%  9(A) 5(ACEFG) 4(BDH,) 1(E) 8(ABCDF.GH))
SG105  6(A-F) 2(AE) 2(8D) 2(CF) 2(AD) 2(88
SG121  4(AD) 3(ABD) 1(C) 4(ABCD) -
SG1M 3(A0) - 1(A) 2(8C) 1(A) -
SG140  4(A-D) 1(D) 2(B,C) 1 (A) 3(B.C,D)
G148 2(AB) 1(8) 1(A) 2(AB) -
sG212 2(AB) z 1(A) 1(8) . 1(A)
EcoR!
SG11 6(AF) 3(ABD) 3(CEF) 6(ABCDEF) E
sGz2 1(8) 1(A) - - 1(A)
SG®  7(AG) 4(ABD,E) 1(G) 2(CF) 3(AEQG) 2(BD)
sG2  3(A0 d 3{ABC) 3(ABC) -
SG39  5(AE) 1(E) 4(ABC,D) 5(ABCDE) -
SG#6  3(AQ) 2(AB) 1(C) 3(ABC) S
SG57  2(AB) 2(AB) - 1(A) 1(B)
SG®  5(AH) . 3(ACD) 2(BE) 3(ACD) =
SGI11 9(Ad) 5(ACDH)) 4(BEF,G) 7 (C,DEF,GH,) 2(AB)
SGi41  4(AD) 1(C) 3(ABD) 4(ABCD) -
SG187  3(AC) 3(ABC) - 3(ABC) -
sGa4 1(A) 1(8) . 1(A) -
SG338  3(AC) 3(ABC) - 2(A0) 1(8)
SG351  3(AL) 2(BC) 1(A) 3(ABC) <
EcoRV
SG1  2(AB) 2(AB) 5 ¢ 1(4) 1(8)
SG8  3(AQ) 1(B) 1(A) 1(C) 1(A) 1(B)
SG12  4(AD) a 3(ACD) 1(8) 2(AC) 1(D)
SG18  2(AB) 1(B) 1(4) 2(AB) :
SGZ3  3(AC) 2(BC) 1(A) * 2(CA)
SG44  2(A-B) 1(B) 1(A) 2(AB) E
$G55  3(AC) 2(AB) 1(©) - 3(ABC)
SG82 1(A) 1(A) : - 1(A)
5G135  1(A) 1(A) - 1(A) -
56192 3(AC) 2(BC) 1(A) 3(ABC) -
sGzz4 1A = 1(A) 1(A) -
Xbal
sG2 1(A) 1(A) E 1(A) 5
SG8  2(A-B) 2(AB) - 2(AB) -
SG7 3(AD) 1(B) 2(A€) 1(C) 2(BA)
SG13  2(A-B) 1(A) - 1(8) 1(4) -
SGW  4(AD) 1(C) 2(BD) 1(4) 3(BCD) =
SGH 10(A) 4(BEG.J) 6 (AC,D,FHY 3(BCG) 7(ADEFHJ)
SG48  3(AC) 2(AB) 1(C) 1(4) 2(BC)
sG58 1(4) 1(A) = 1(A) =
SG61  2(AB) 2(AB) - 2(AB) =
SGs3  12(Ad) 1(D) 8(CEHILJL) 5(ABF,GM) - 7(CDJEHIL)
SGa4  8(AH) 1(D) 4(CEGH) 3(ABF) - 5(CDEGH)
56131 4(A-D) 1(D) 2(AB) 1(C) 3(ABD) -
SG155  3(AQ) 1(A) 1(B) 1(C) 1(8) 1(A)
SG1s7T  2(AB) - 2(AB) 1(A) 1(8)
SG35% 2(AB) - 2(AB) 2(AB) -
Todd 4 55 221 100 89 2 117 72

“ 2 (A-B): As letras maitisculas estdo em ordem alfabética e sio a identificagdo dos marcadores. A quantidade de letras corresponde ¢

némero na frente do paréntese, o qual indica a quantidade de marcadores obtidos para cada combinagéo sonda/enzima.
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Grupos de Ligacido Independentes

I
0
D -3+ SG228ei(l1:1/P2)
23
26 —+—SGG2hev(1:1/P1)
III
a
0 43 -3G16DA(1:1/P2)
17
18 SG16Id{1:1/P2)
v
0 SGo7BEx (1:1/P1)

11 SGOTAX({3:1)

Figura 3. Continuagdo na proxima pagina...

* marcadores nio ordenados

I

Iv

11

SG04ad{1:1/P2)

*SG12Ae

SG04BA(1:17P2)

SG111Aei(1:1/P2)

SG111Bei (3:1)

v

3 SGOSBev (1:1/P1)

*QGi6H

——5G120ev(3:1})
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Grupo Homologo VII

VII1 VII2
D —3—SGA6F o (1:1fP1) 0 3G9IHA(3:1) VII3
00— SG918d(3:1)
18 5G91F d {1:1/P1)
20 ——scasRd (3:1)
26 —t+—SGYBHA(3:1)

)
]

L $G488x (1:1/P1)

YIilg

VILS 116
a3 3:1
0 3G91id ( } 0 SG81GA(1:1/P2) 0 B SGa1d(3:1)
*SG48A
14 ——=—3G36Dd{3:1)
20 SG96ld{3:1) 18 sSGascd(1l:1/P2)
VIL7 vIIs
0 —3—35G91Aad(3:1}) 0 —5— SGgICA(1:1/P2)

SGABCd({1:1/P2)

11 SGIBRAd(3:1)

Figura 3. Continuagdo na proxima pagina...

* marcadores nao ordenados
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SGa41Ix({1:1/P2)
SG41Ix (3:1)

Grupo Homélogo VIII
YITT1 VIII2
0 {3 SG4CK(3:1) 0~ —SG41ax{3:1)
*SG351Bei
14 SG41Dx(3:1) 5 4 3—S506934x(3:1)
24 —5—S093Cx (3:1)
V]rZIIS_ 5 VIII4
0 SGO3EX(3:1}) 0 4—SGI30x(1:1/P1)
4 SGHEX (1:1/P1})
3 SGO4ER(3:1)
. SG 1:1/P1
va Se41Fxt3:1) 11 —F—3SG94Dx ( fP1)
VIIIS ¥III6 VIIL?
0O Iiggig};{gll} 0 5GA3Ik(3:1) 0 —G—
S (3:1}) 1ﬁ.segaHx(3:1}
. 5 SG4IHN{3:1)
9 44—35693Lx(3:1)
*$G06AX *SG44Aev

Grupo Homélogo IX

(28]

X1
0 —

SG22Eevr (3:1)

2 —t SG26Dei (1:1/P1})

*SG21Ad

10

Figura 3. Continuagio na proxima pagina...

* marcadores nio ordenados

Y SG23Cew (1:1/P2)

SG26Bei (1:1/P2)

*SG21Gd
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Grupo Homologo X

X1

$G38ad(1:1/P1)

SG50Ad (1:1/P2)

Grupo Homologo XI

11

11

-

SG570ei{1:1/P2)}

SG105BA{(3:1)

X2

0 —3—SG01Bev(1:1/P2)
4 SGS0Ed(3:1)

*SG13Ax
SG38Dd

15,3 s650GA(1:1/P1)
0 —5 sesoHa(1:1/P1)

XI2
0 5G105EA(1:1/P1)

8 ) -SG157TBR(3:1)

Figura 3. Continuagfo na proxima pagina ...

* marcadores nio ordenados
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Grupo Homélogo XII
XI11 X112
0 —}-SG48C X {3:1}) 0 {3}—56338Bei(1:1/P2)
5 L] sS53656d(3:1)
9 - J—S0656Cd (3:1)
X113
0 ——sG568 d{1:1/P1)

18

Grupo Homoélogo XIII

XI111

0 43— 5G35Cew{3:1) 0 —9

22 —t——5G2124d(3:1)

SG155AX (1:1/P1)

XI112

SG55Aev (1:1/P1)

N

SGS55Bev (1:1/P1)

Figura 3. Mapa genético de ligagdo obtido a partir da andlise da progénie Fl do

cruzamento entre as variedades comerciais de cana-de-agicar SP80-180 e SP80-4966. Este

mapa foi obtido a partir da analise de 189 marcadores SDRFs, utilizando-se "Lod Score" 3

e freqiiéncia de recombinagdo 0,5. Houve formagdo de 33 grupos pela ligagdo envolvendo

72 marcadores. Destes grupos, 27 foram reagrupados em 7 provaveis grupos homoélogos.

Cento e dezessete marcadores permaneceram ndo ligados a nenhum outro marcador.

* marcadores ndo ordenados
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Baseando-se na propriedade transitiva (Mather, 1938), determinados marcadores
SDRF foram agrupados em um mesmo grupo de ligagdo. Entretanto, somente o
agrupamento de marcadores pode favorecer superestimativas sobre a constituicdo dos
grupos de ligagdo, além de negligenciar informagdes sobre o efetivo posicionamento deles
A perda deste tipo de informacgdo ¢ relevante em estudos de melhoramento envolvendo
mapas geneticos, como a utilizagdo desses marcadores em processos de selecdo assistida
(MAS) (Ferreira e Grattaplaglia, 1998). Assim, apos a formagdo dos grupos de ligagdo, €
essencial que seja requisitado um rearranjo linear dos marcadores genéticos nesses grupos

O conjunto dessas analises permitiu que ligagdes entre determinados marcadores
fossem desconsideradas, sendo estes seguramente excluidos dos grupos de ligagdo. Porem,
em alguns casos, mesmo com confirmagdo estatistica da ligagdo entre determinados
marcadores houve davidas sobre a presenca desses marcadores na constituigdo de
determinados grupos. Isso ocorreu quando foi requisitado uma ordenagdo destes
marcadores em seus respectivos grupos de ligagdo. Em outras palavras, for possivel
detectar grupos de ligagdo, mas nem sempre conseguiu-se ordenar os marcadores dentro
deles.

A Tabela 2 apresenta 10 marcadores que foram excluidos do mapa construido. Os
marcadores especificados ndo puderam ser ordenados inequivocamente com os demais
marcadores de seus grupos de ligacdo. Esses marcadores ndo apresentaram coeréncia na
ordenacdo efetuada com os marcadores de seus grupos, mesmo tendo sido respeitados os

critérios envolvidos na ligacdo desses marcadores com os outros do grupo formado.
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Tabela 2. Marcadores que ndo puderam
ser ordenados.

Marcadores sem Grupos que
ordenagao apresentaram

coerente ao grupo  marcadores que
a que estavam nao obtiveram
ligados ordenacao

SG12Aev(3:1) R

SG16Hd(1:1) Vi
SG48AX(1:1) Vii4
SG351Bei(1:1) VIl
SGOBAX(1:1) Viii6
SG44Aev(1:1) Vi1l
SG21Ad(1:1) X1
SG21Gd(1:1) IX2
SG13Ax(1:1) X2
SG38Dd(3:1) X2

A ocorréncia desses fendomenos pode ser explicada com base em aspectos
estatisticos envolvidos no tipo de marcador (dominante ou co-dominante) e segregacao
esperada em mapeamento de uma populagéo especifica.

Em uma populagdo F,, derivada de cruzamento entre variedades comerciais de
cana-de-agticar, a detecgdo de marcadores SDRFs apresenta aspectos peculiares que devem
ser considerados. Uma limitagio do método de mapeamento baseado em marcadores em
dose simples para polipléides é a capacidade que eles tém de explorar somente ligagdes em
fase de acoplamento (Al Janabi et al., 1993; Da Silva et al., 1993).

A utilizagio de marcadores RFLP em populagdo derivada de cruzamento de
individuos altamente heterozigotos possibilita muitas configuragdes de alelos. Assim, em
uma populagdo F obtida do cruzamento entre variedades de cana-de-agticar dois tipos de
segregagdes podem representar os marcadores SDRF. A segregagdo esperada assemelha-se
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as mesmas obtidas em uma analise de retrocruzamento (1:1) ou como provenientes de uma
populagdo F; (3:1) derivadas de linhagens puras (Tabela 1).

Os marcadores SDRFs 1:1 e SDRF 3:1 distiguem-se quanto a sua caracteristica
informativa Tal situagido deve-se ao fato de um marcador SDRF 1:1, funcionar como uma
estratégia "pseudo-testcross”, evitando a condigdo dominante na fase de repulsdo em uma
progenie Fy (Liu, 1998). Assim, este tipo de marcador fornece a mesma quantidade de
informag¢ao que um marcador co-dominante em modelo de retrocruzamento.

Entretanto, quando consideram-se os marcadores SDRF 3:1, que apresentam-se
como se tossem derivados de uma progénie F,, ndo ha informagdes para a separagao dos
heterozigotos de homozigotos. Assim, perde-se os dados sobre as classes recombinantes
que identificariam ligagdes em fase de repulsdo desses marcadores (Wu er al., 1992; Liu,
1998)

A analise conjunta considerando o agrupamento de marcadores co-dominantes e
dominantes, ou para marcadores dominantes em fase de repulsdo, pode criar varios
problemas para a construgdo do mapa devido a multiplicidade de classes a serem
consideradas para a formac¢do dos grupos de ligacdo, sendo necessario um namero elevado
de individuos na progénie a ser analisada (Liu, 1998).

A fase de ligacdo para marcadores dominantes € aleatoria, representando dois
grupos apresentando os marcadores ligados em fase de acoplamento. Entretanto, a ligagdo
entre marcadores desses dois grupos sempre estara em fase de repulsdo. Assume-se que os
dois grupos possam ser claramente identificados, quando construidos mapas individuais
para cada grupo pois, os marcadores dentro dos grupos de ligag@o, em cada um dos mapas,

estdo em acoplamento. Entretanto, quando tenta-se estabelecer uma conexo entre os dois
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mapas, as fases de repulsdo apresentam-se como uma barreira pela nio informagio dos
heterozigotos (Liu, 1998).

Acredita-se que os eventos de n@o ordenagdo observado nos marcadores da Tabela
2 tem explicagdo quando consideram-se as dificuldades de agrupamento dos marcadores
em situagOes onde os locos ligados estdao em multiplas fases de ligagdo (Ritter ef a/. 1990;
Liu, 1998).

A estimativa da distincia e a ordenagdo dos SDRFs em fase de repulsdo, através
dos dados de segregagio, ¢ ineficiente em interagdes dissomicas e praticamente impossivel
em interagdes polissdomicas, pois neste caso seria necessaria uma populagdo extremamente
grande para o mapeamento (Wu ef al, 1992). Esta questdao pode ser solucionada com
marcadores em dose dupla ou dose tripla (da Silva, 1996), complementando a analise de
marcadores em dose simples. Entretanto, a inexisténcia de pacotes computacionais
envolvendo este tipo de analise retarda os estudos utilizando marcadores em dose dupla ou
tripla.

Uma segunda explicag@o para a ndo ordenagdo basela-se em aspectos biologicos.
Estudos de comparagdo dentro da tribo Andropogoneae demonstraram a existéncia de
grande colinearidade entre cana-de-agucar e sorgo. O sorgo apresenta muitas regides do
genoma duplicadas, tendo como padrido de duplicagdo cromossdmica a persisténcia da
ordem dos genes nos segmentos cromossdmicos. Como a cana-de-agtucar € um parente
muito proximo do sorgo e, considerando que eventos de duplicagao tenham ocorrido
anteriormente a divergéncia destas duas espécies, acredita-se que a organizagdo de seus
genomas seja semelhante (Paterson, 1996). Uma forma de averiguar tal suposicdo, € a
constata¢do de presenca de ligagdes entre mesmos marcadores (designados com mesmo

numero e letra) em diferentes grupos de ligagdo no mapa construido para cana-de-agucar.
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O mapa obtido (Figura 3) apresenta poucos grupos dé ligacdes formados e com
numero pequeno de marcadores ligados, sendo insuficiente para detectar regides repetidas
no genoma de cana-de-agucar. Conseqiientemente, ndo é possivel verificar se ha um padréo
de ordenacdo dos genes nessas regides. Entretanto, situacdes particulares obtidas na
configuragdo de alguns grupos de ligagSes fornecem indicios de provavéis duplica¢des.

Para explicar este fendmeno de marcadores ligados 2 a 2 que nio foram ordenados
3 a 3, sera utilizado o exemplo a seguir, considerando-se os marcadores X, Y e Z, sendo
que X esta ligadoaYeZ.

As freqiéncias de recombinagdo existentes entre X e Y e entre X e Z estio dentro
do limite esperado para supor-se, com confianga, a ligagdo entre esses marcadores. Porém,
quando tentou-se ordenar esses 3 marcadores nio foi possivel obter um alinhamento
coerente. Para a ordenag@o, os marcadores Y e Z sdo considerados como nio localizados
na mesma regido, apesar de se apresentarem fortemente ligados a um marcador em comum
(0 X). Além disso, a distancia existente entre Y e Z em relagio as distincias apresentadas
entre Y-X e Z-X mostrou-se discordante, havendo portanto, dificuldades para coloca-los
em um mesmo grupo. Estas controvérsias poderiam sugerir baixa qualidade dos dados,
porém, a formagdo de grupos de ligagdo contendo marcadores provenientes dessas mesmas
sondas sem a presenga de problemas de ordenagdo de marcadores e, considerando a
presenga de grupos homologos, (marcador SG48B no grupo homélogoVIl; marcador
SG38A no grupo homélogo XI; marcadores 16D e 16I no grupo de ligagio independente

Ill/Figura 3), demonstraram que este fendmeno € especifico a tais regides, sendo

necessarios maiores estudos para compreendé-los.
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Sugere-se que a ordenagdo em tais regides foi impossivel devido a coexisténcia de
ligagdo de um marcador (ou de uma sequéncia de marcadores ligados) a diferentes grupos
de ligacdo.

Uma regido homedloga pode ser rastreada com base no comportamento de pelo
menos 3 marcadores, sendo 1 dos marcadores comum a constituicdo de dois grupos de
ligagdes distintos, representando detec¢do de duplicagbes de locos no genoma. Isto ¢, X e
Y realmente estdo ligados e X e Z também apresentam ligagdo correta, porém o marcador
X, nos dois casos, ndo comesponde a uma mesma regido, e sim, a segmentos
cromossémicos que estdo em repetigdes ao longo do genoma. Os grupos de ligacdo que
apresentaram problemas de ordenag@o dos marcadores provavelmente possuem a presenca
de regides homeodlogas, identificadas com base na co-ocorréncia de apenas 1 dos
marcadores. A baixa saturagdo do mapa obtido ndo permite a identificacdo correta das
duplicagdes em regides homeodlogas, impedindo assim a confirma¢do da hipotese
anteriormente descrita para explicar a auséncia de ordenagdo de alguns marcadores.

Observando somente os grupos que apresentaram marcadores ligados, ndo
ocorrendo variagdo dos grupos mesmo com variagdo dos critérios estatisticos utilizados
para obté-los, como por exemplo aumento de "Lod Score", foram observadas varias
particularidades, relatadas a seguir. Informacdes disponiveis obtidas a partir de outros
estudos de mapeamento de cana-de-agiicar e espécies a ela relacionadas também foram
consideradas (da Silva ef al., 1993a; da Silva et al., 1995; Grivet ef al., 1996; Paterson,
1996, Guimaries ef al., 1997; Ming et al., 1998; Guimaries ef al., 1999; Hoarau, 2000).

Algumas combinagdes sonda/enzima utilizadas nesse trabalho, identificaram

grande nimero de marcadores SDRF em uma unica genotipagem.
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Uma vez obtido o total de grupos de ligagdo, eles foram reorganizados
considerando-se os provaveis cromossomos homologos, os quais foram detectados
observando-se os grupos de ligagdo que estabelecem ligagGes entre marcadores
provenientes de mesmas sondas (da Silva ef al., 1993a). Assim, os 33 grupos de ligagio
formados foram rearranjados em 13 grupos (Figura 3), com base na origem (sonda) dos
marcadores que se apresentaram ligados.

A alogamia e a poliploidia presentes em cana-de-agucar podem resultar na
existéncia de locos com elevada heterozigosidade entre os diferentes conjuntos de
cromossomos homoélogos. Estas regides podem ser identificadas quando se estabelece uma
funcdo bijetora entre diferentes marcadores de mesmas sondas, identificados inicialmente
como fazendo parte de grupos homologos.

Os grupos 1 a VI (Figura 3) apresentaram marcadores ligados que ndo foram
encontrados em nenhum dos outros grupos formados, portanto, cada um dos grupos
contém somente 1 grupo de ligagdo em sua constituigdo. Quatro grupos de ligagédo (11, I11,
IV e V), apresentaram ligagdo entre marcadores provenientes de uma unica sonda. Os
marcadores individuais, provenientes de uma mesma combina¢do sonda/enzima, detectam
diferentes regides no genoma de polipléides com mesma homologia. Assim, estes
marcadores podem representar um mesmo loco em cromossomos homologos. Entretanto,
além da existéncia de regides semelhantes, a configuracdo de ligacdo dos grupos 11, Il1, IV
e V indica proximidade destas regides, uma das outras, em cada grupo de liga¢do. Imagina-
se que este tipo de padrdo obtido, nos grupos acima destacados, ndo represente regides

pertencentes a cromossomos homologos, mas indique duplicagdes no genoma.

66



Artigo

Nos demais grupos de ligagdo obtidos foi observado que grupos de ligagdo
apresentavam marcadores diferentes, mas provenientes de uma mesma sonda/enzima,
sendo, desta forma, agrupados no que denominou-se grupo homoélogo.

O conjunto denominado como grupo homoélogo VII envolveu 8 grupos de ligagéo,
os quais sio constituidos pela ligagdo de dois marcadores provenientes das sondas SG91 e
SG96. Um dos grupos de ligagdo do grupo homoélogo VII, classificado como VIII,
apresentou também o marcador SG48B. O grupo de ligagdo VII4 também apresentou um
terceiro marcador ligado, proveniente dessa mesma sonda, o qual foi identificado como
SG481. Entretanto, ndo foi possivel estabelecer uma ordenagdo coerente entre os
marcadores do grupo de ligagdo VII4 devido a insuficiéncia de marcas para confirmar a
posi¢do correta do marcador (Tabela 2).

Provavelmente outros marcadores obtidos com a sonda SG48 também estejam
ligados aos marcadores obtidos com as sondas SG96 e SG91, porém, a baixa saturagio
desta regido e a grande distincia existente entre os marcadores, inviabilizou a observagdo
de ligagdo entre os marcadores obtido das sondas SG48 e SG96-SG91 (dados ndo
mostrados).

O grupo homologo VIII apresentou a reunido de 7 grupos de ligagdo. Destes, 4
apresentaram ligagdo de marcadores identificados com 3 sondas SG: SG93, SG94 e SG41
(grupos de ligagdo VIII1, VI3, VIII4, VIII6/Figura 3). Os outros grupos de ligagdo do
grupo homologo VIII ndo apresentaram ligagdo envolvendo marcadores obtidos das 3
sondas relatadas. Eles foram considerados como sendo do grupo homologo VIII, devido a

presenga de combinacdes de ligagdes entre os marcadores destas 3 sondas (grupos de

ligacdo VIII2;VIIIS, VIII7/Figura 3).
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Nos grupos de ligagdo VIIS, VII7, do grupo homélogo VIII, encontraram-se
ligagGes entre marcadores proveniente de uma mesma sonda. O grupo de ligagio VIII5
apresentou o0 mesmo tipo de ligagdo encontrada nos grupos de ligagdo independentes 11, III,
IV e VI podendo portanto, considerar que provavelmente, ele possui uma regiio
duplicada. No grupo de ligagdo VIII7, apesar de haver 2 marcadores obtidos da mesma
sonda SG41 (SG41J e SG41I), eles nio estavam ligados, mas colocados em mesma
posi¢do sem apresentar frequéncia de recombinagdo. Tal situagio provavelmente indica
que as 2 sequéncias reveladas pelas sondas SG41 néo sdo repetidas, nio havendo portanto
duplicagbes nesta regido. Se o 3° marcador (SG44A), indicado na Tabela 2, estivesse
ligado a esse grupo de ligagdo, possivelmente representaria a identificacio de
cromossomos homoélogos, onde SG411 e SG417J seriam alelos de um loco em heterozigose
ligados a um loco em homozigose (SG44A).

Além dos marcadores que caracterizaram os grupos de ligagdo pertencentes ao
grupo homologo VIII, se ndo houvesse problemas de ordenagio em alguns grupos de
ligagdo deste grupo homdlogo, seriam encontrados os marcadores SG44A e SG6A nos
grupos VIII6 e VIII7 (Tabela 2), respectivamente. Como ndo foram observadas ligacdes
entre outros marcadores provenientes dessas duas sondas (SG6 e SG44) nos outros grupos
de ligagdo que compdem o grupo homologo VIII, € dificil identificar repeti¢des de
sequéncias associadas as duas sondas nos diferentes grupos de ligagdo deste grupo
homologo. Provavelmente este fato ocorreu devido ao pequeno numero (2) de marcadores
gerados por estas duas sondas (SG6A e SG6B; SG44A e SG44B/ Tabela 1).

O grupo homologo IX, apresentou ligagio entre os marcadores identificados pelas
sondas SG23 e SG26. Ha possibilidade de que marcadores originados da sonda SG21

também estejam ligados aos dois grupos formados (Tabela 2). Entretanto, devido ao
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pequeno numero de marcadores originados pela sonda SG23 (somente 3 marcadores:
SG23A, SG23B e SG23C/ Tabela 1), estas ligagGes ndo puderam ser confirmadas.

Observou-se que mesmos marcadores ligados, presentes em diferentes grupos de
ligagdo de um mesmo grupo de homodlogos, podem se apresentar diferengas entre si. Tal
fato ¢ atribuido a diferentes frequéncias de recombina¢io entre as mesmas regides dos
grupos de ligagdo de um grupo homologo.

A analise dos grupos de ligagdo obtidos supde que os marcadores provenientes de
uma mesma sonda possam identificar alelos nos diferentes grupos de ligagdo. Entretanto,
nos grupos homologos X a XIII ndo se verificou ligagGes entre marcadores provenientes de
pelo menos duas mesmas sondas. Assim, cada um destes grupos homélogos foi constituido
baseando-se na presenca de marcadores provenientes de 1 Unica sonda, a qual participou
do grupo de ligagdo. A saturag@o dessas regides permitirad o acréscimo de marcadores com
origem coincidente. Por exemplo, o marcador SG38D, apesar de ligado ao grupo de
ligagdo X2 do grupo homoélogo X ndo apresentou ordenagdo, tendo portanto, sido
desconsiderado. Se ele pudesse ter sido ordenado, o resultado obtido indicaria ligag¢do entre
marcadores da sonda SG38 e SG50 (grupo XI).

O grau de conservagio entre as seqiiéncias repetidas nos cromossomos homoélogos
e homeologos, encontradas nos genomas de S. officinarum e S. spontaneum e presentes em
variedades comerciais, ainda é desconhecido. O modelo evolutivo proposto para
Saccharum spp. pode apresentar variagdes e distor¢bes da organizacdo gendmica
verificada em outras espécies como observada no genoma do sorgo.

A baixa saturag@o do mapa obtido neste trabalho ndo € um fator ligado apenas ao
pequeno numero de marcadores utilizados (189), mas também ¢ resultante da dificuldade

de detecgdo de marcadores informativos em um genoma onde ha a coexisténcia de alelos
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simples e multiplos e nimero de cromossomos irregular nas virias possiveis classes
homologas. A natureza hibrida das variedades de cana-de-agicar também interfere na
razao de segregacgdo devido ao comportamento dos cromossomos no pareamento durante a
meiose. Outro ponto a ser considerado € que marcadores com segregagdo 3:1 ligados em
repulsao podem ndo permitir a estimativa da freqiiéncia de recombina¢do entre eles.

Inferéncias definitivas sobre alelismos e regides repetidas s6 poderdo ser
apresentadas quando houver maior saturagdo do mapa aqui desenvolvido para hibridos
interespecificos de cana-de-agtcar e, assim, as especulacdes feitas neste trabalho poderdo
ser ampliadas e confirmadas.

Se os grupos homologos formados utilizando como base a ligagdo de marcadores
provenientes da mesma sonda forem confirmados, conclui-se que apesar de uma grande
quantidade de marcadores RFLP gerados pela mesma sonda n3o ampliarem as regides
mapeadas do genoma, estes podem auxiliar em analises de regides e grupos de
cromossomos homologos. Isto ocorre porque ligacdes entre marcadores provenientes de
uma mesma sonda podem identificar grupos de cromossomos homoélogos.

Assim, duas possibilidades, ndo mutuamente exclusivas, foram sugeridas para
explicar os grupos de ligagdes obtidos neste trabalho: 1) deteccdo de regides repetidas no

genoma e 2) detecgdo de alelos.

Comparacio de marcadores com outros mapas do género Saccharum.

O pequeno tamanho relativo dos cromossomos em Saccharum spp., observado
citologicamente, sugere que com o uso de poucos marcadores € possivel efetuar a

cobertura de um cromossomo inteiro, simplificando o processo de localizagdo dos genes ou
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a identificagdo integral de cromossomos (Prince, 1963). Além disso, a possibilidade de
existirem muitas regides com duplicacdo de genes no genoma (Dufour ef al, 1997,
Guimaraes ef al., 1997; Ming ef al., 1990) sugere que a eficiéncia de cobertura do genoma
com a utilizagdo de poucas sondas geradoras de muitos marcadores do tipo SDRFs seria
comparada ao uso de muitas sondas geradoras de mesmo niimero de marcadores.

Os estudos de mapeamento envolvendo Saccharum spp. e marcadores RFLP,
realizados até o momento, utilizaram diferentes fontes de DNA como sonda. Considerando
somente as sondas provenientes do banco de sondas gendmicas constituido por Burquinst
(1991) e a caracteristica de transferibilidade desse tipo de marcador, foram feitas
comparagles do mapa e resultados obtidos no presente trabalho com outros mapas
construidos. Tais compara¢des buscaram verificar a ocorréncia de grupos de ligacdo
envolvendo associagdes entre mesmos marcadores nos diferentes mapas.

A localizagdio de marcadores em comum permite estabelecer vinculos entre os
mapas, possibilitando a identificagdo do padrdo de contribui¢@o das diferentes espécies nas
variedades comerciais (hibridos interespecificos) de cana-de-agucar. Grivet, ef al (2002)
estimaram que um gene com localizagdo em um unico loco, ou seja, sem considerar
existéncia de repeticdes em regides homeodlogas, apresenta aproximadamente 10 copias,
das quais 8 ou 9 seriam heranga de S officinarum e 1 ou 2 de S. spontaneum.

A Tabela 3 mostra as relagbes entre o mapa construido em nosso estudo e os mapas
existentes para 2 espécies do genéro Saccharum spp: S. spontaneum e S. officinarum (da
Silva et al., 1995; Guimardes ef al., 1999), as quais tém participagdo na formagdo do
genoma das variedades cultivadas de cana-de-agiicar. O mapa construido para a variedade
R570 (Grivet et al., 1996), que possui os dois genomas em sua constituigdo, tendo sido

originada por autofecundagdo, também foi analisado junto com demais mapas.
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O mapa construido para S. spontaneum (da Silva et al., 1995) apresentou 24 sondas
SG mapeadas. Destas, 14 (SG04, SG12, SG21, SG26, SG29, SG30, SG54, SG99, SG140,
SG155, SGl161, SGI192, SG212, SG224) também foram utilizadas no mapeamento
efetuado para progénie F; derivada de cruzamento entre os hibridos interespecificos
(Tabela 3) deste trabalho.

Verificou-se que a distdncia envolvida entre os marcadores SG utilizados na
construgdo de nosso mapa que apresentavam-se em um mesmo grupo de ligagdo em S
spontaneum, superava 0,40% de fragdo de recombinagio na nossa populagdo F;. Isto pode
ser encontrado no grupo de ligagdo LG2 para os marcadores das sonda SG04 e SG99; no
grupo de ligagdo LG8G para os marcadores das sondas SG155/SG29/SG192 e no grupo de
ligagdo LG15 para marcadores da sondas SG26 e SG99. Desta forma, conclui-se que em S.
spontaneum, somente houve a detecgdo de ligagdo destes marcadores com outros por haver
maior saturag@o das regides onde eles estdo localizados. Tal saturagdo foi efetuada com
marcadores RFLPs empregando-se sondas provenientes de outras fontes de DNA (cDNA
de cana-de-agucar, sondas gendmicas de milho), bem como outros tipos de marcadores
(RAPD e AFLP).

No estudo realizado por da Silva ef al. (1995), houve a deteccdo de 1 grupo de
ligagdo apresentando marcadores ligados originados pelas sondas SG04 e SG99
(LG15/GHS, Tabela 3). Também foi observado a participagdo de um outro marcador
proveniente da sonda SG99 em um grupo de ligagdo homologo ao anterior (LG22/GHS,
Tabela 3). Neste grupo de ligagdo (LG22, Tabela 3) o marcador nio apresentou ligagio
com nenhuma outra sonda SG. A sonda SG99 ainda forneceu neste estudo, um marcador
ligado a marcadores vindos da sondas SG26 e SG442 (LG2/GH2). A constitui¢do global

deste grupo de ligagdo ndo permitiu que o mesmo fosse agrupado ao grupo homoblogo
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GH8, sendo ele melhor inserido no grupo homélogo GH2, devido ao conjunto de
marcadores nele ligados (Tabela 3).

No mapa para hibridos interespecificos de cana-de-aglcar, apesar da presenca de
marcadores provenientes destas duas mesmas sondas, ndo foi observada nenhuma ligago
entre eles. Os marcadores da sonda SG99 apresentaram-se ndo ligados aos grupos de
ligagdo obtidos. A sonda SGO4 apresentou ligados dois de seus marcadores ligados
formando o grupo I (Figura 3). Tal resultado pode representar regides duplicadas,
conforme discutido anteriormente.

As demais sondas utilizadas em comuns aos dois estudos apresentaram seus
marcadores ligados a marcadores SG utilizados somente no estudo de S. spontaneum e nio
utilizados para hibridos interespecificos ou vice-versa. Este fato dificultou a interpretagio
de provavéis regides comuns aos 2 mapas.

Em resumo, a posi¢do dos marcadores apresentou-se distinta com os dados
disponiveis na literatura, para as 14 sondas em comum em S. spontaneum e o presente
mapa construido com base em hibridos interespecificos comerciais de cana-de-agticar.

Em comparacdo com o mapa para S. officinarum, Guimardes er al (1999)
apresentaram marcadores provenientes de 5 sondas SG (SG26, SG54, SG99, SG293, SG
426), os quais posicionaram-se em grupos de ligagdes independentes (Tabela 3). Em nosso
estudo, marcadores comuns a trés dessas sondas (SG26,SG54 e SG99) também foram
genotipadas. Em nosso mapa foram encontrados marcadores vindos da sonda SG26
presentes em dois grupos homologos, ligados a marcadores da sonda SG23 (Grupo
Homologo IX/Figura 3). Marcadores das outras duas sondas (SG54 ¢ SG99) ndo estavam
presentes em nenhum dos grupos formados apresentados na Figura 3, permanencendo nfo-

ligados.
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Considerando que o genoma de variedades comerciais apresenta contribuigdes de S.
spontaneum e de S. officinarum, foi realizada a comparagio entre os 3 mapas. Verificou-se
a existéncia de marcadores comuns aos 3 genoétipos, entretanto, somente marcadores de
duas sondas (SG26 e SG99) puderam ser avaliados comparativamente. No mapa de S.
officinarum, os marcadores originados por estas duas sondas localizaram-se em grupos de
ligag@o independentes: SG26 estava presente no grupo 1, 4 e 11 e SG99 presente no grupo
55. Em §. spontaneum, os marcadores originados das sonda SG26 e SG99 estavam ligados
no grupo LG2 (Tabela 3). Verificou-se também que o grupo homoélogo 7 apresentou 2
grupos de ligagdo contendo marcadores da sonda SG26 ligados a outros tipos de
marcadores. O mesmo foi observado em relacdo aos marcadores da sonda SG99, sendo
eles encontrados em dois grupos de ligagdo no grupo homologo 8, em ligagdo com
marcadores originados de sondas SG ndo utilizadas simultaneamente nos 2 trabalhos (da
Silva, 1995; Guimaries, 1999) e/ou ligados a outros tipos de marcadores. Na construgio do
mapa deste trabalho, observou-se que os marcadores originados das sondas SG26 e SG99
n3o se localizaram no mesmo grupo de ligagdo, sendo que os marcadores da sonda SG26
estdo localizados em dois grupos de ligagdo de um mesmo grupo homologo e marcadores
da sonda SG99 ndo apresentaram ligagdo com nenhum dos 33 grupos de ligacdo obtidos
neste estudo (Figura 3).

Nas comparagdes efetuadas com os resultados obtidos na constru¢dao do mapa a
partir da autofecundag@o da variedade R570 e aqueles obtidos no presente trabalho,
constatou-se a utilizagdo de 6 sondas SG em comum (SG12, SG29, SG30, SG54, SG99 e
SG155). Todos os marcadores originados destas sondas foram mapeados em diferentes
grupos de ligagdo no mapa construido por Grivet ef al. (1996). Isto significa que nédo foi

observada nenhuma ligagdo entre os marcadores originados dessas sondas em um mesmo
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grupo de ligagdo. Tal situago também foi observada para as sondas SG12 e SG155 no
mapa para hibridos interespecificos. Os demais marcadores de sondas coincidentes, em
ambos 0s mapas, apresentaram-se nao ligados. Em relagdo as sondas utilizadas para os 3
genotipos (S. spontaneum, R570 e o hibrido interespecifico), somente os marcadores
originados das sondas SG155 e SG30 apresentaram o comportamento acima citado. Em S.
spontaneum, os marcadores originados das sondas SG155 e SG30 foram observados no
mesmo grupo de ligagdo (LG11), nos mapas para os outros dois genotipos nio foi
observado o mesmo comportamento (Tabela 3).

Em linhas gerais, os resultados obtidos com os 221 marcadores utilizados no
mapeamento do hibrido interespecifico (o qual representa um exemplo de gendtipo de
variedades comerciais), apresentou-se proximo daqueles obtido no estudo do genoma de S.
spontaneum (216 marcadores) (da Silva et al, 1993a). Apesar da quantidade de
marcadores ser semelhantes nos dois estudos, o numero de sondas geradoras destes
marcadores fo1 distinto. Enquanto 55 combina¢des sonda/enzima utilizadas na anilise do
genoma de hibrido interespecifico em estudo forneceu em média 4 marcadores por sonda,
para S. spontaneum (da Silva ef al., 1993a) essa média foi de 1,8 marcador por sonda, a
partir de 116 combinagdes sonda/enzima. Essa diferenga mostrou-se importante em relagao
a cobertura do genoma para o mapeamento. As 116 sondas foram suficientes para analisar
86% do total do genoma. Entretanto, as 55 sondas utilizadas neste trabalho, as quais
geraram numero semelhante de marcadores as 116 sondas anteriores, foram mais eficazes
na deteccdo de porgdes homologas presentes no genoma, mas restringiram a avaliagdo
completa do genoma.

O mapeamento da variedade R570 envolveu 408 marcadores SDRFs (Grivet ef al.

1996), os quais correspondem a aproximadamente o dobro do utilizado em nosso estudo.
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Estes marcadores foram obtidos a partir de 128 sondas RFLP. Apesar da observagéo de
grupos co-segregantes evidentes, a utilizagdo de 128 sondas ndo permitiu uma cobertura
muito abrangente do genoma (Grivet ef al, 1996). A analise detalhada de
aproximadamente 1/3 do genoma da variedade R570 somente foi possivel com numero de
939 marcadores AFLP. Esses dados informavam a dificuldade ao acesso de informagdes
sobre o genoma do organismo em estudo. Desta maneira, forneceu experiéncia prévia
sobre a necessidade de um numero elevado de marcadores para saturagdo e monitoramento
gendmico de variedades de cana-de-agucar (Hoarau, 2000). Além disso, a cobertura
gendmica deficiente observada na porgdo corresponde a S. officinarum, indicou que houve
maior dificuldade no estudo da parcela do genoma referente a esta espécie, mesmo
utilizando-se elevado nimero de marcadores. Este fato sugere que tal dificuldade também
pode estar presente na analise de outros genétipos de hibridos interespecificos de cana-de-
agucar.

O ntimero de marcadores utilizados no mapeamento do hibrido interespecifico no
presente trabalho ndo possibilitou a cobertura completa do genoma. Desta forma, a
distancia elevada entre os marcadores utilizados impediu que fossem formados grupos de
ligagdo, diminuindo assim a informatividade do mapa. Assim, o mapa obtido contém 33
grupos de ligagdo (Figura 3), os quais sdo insuficientes para distinguir as porgdes S.
officinarum e S. spontaneum no genoma. Porém, ndo foi detectado nenhum impedimento
ao acesso de ambos os genomas que comp&em o hibrido interespecifico, efetuando-se a
utilizagdo de maior nimero de marcadores. No caso do estudo realizado para a variedade
R570, sugere-se que a autofecundagdo efetuada para obtencido da progénie, resultou em
barreiras ao acesso a por¢do S. officinarum por promover maior homozigose nos locos

génicos desta espécie. O maior grau de homozigose nesta espécie € resultante da elevada
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similaridade gen€tica entre os clones de S. officinarum quando comparado a variabilidade
existente entre os clones de S. spontaneum.

Tal situag@o néo corresponde a realidade em cana-de-agucar, considerando-se que a
maioria absoluta das variedades comerciais sdo hibridos interespecificos, como os
genotipos mapeados neste trabalho, e ndo sofreram autofecundagdes durante o processo de
obteng@o. Espera-se, assim, que o presente trabalho contribua para que estudos futuros

possam ser conduzidos, visando a obtencdo de mapas genéticos mais saturados e até

mesmo o mapeamento de QTL's.
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5. Conclusédes

A utilizagdo de 189 marcadores SDRFs gerados por 55 combinacdes sonda/enzimas
promoveu a elaborago de um mapa preliminar, com extensdo de 480 cM, representando o
primeiro construido a partir de uma populagdo F; resultante de um cruzamento entre 2

vartedades comerciais de cana-de-aguicar.

Os varios marcadores identificados por uma mesma sonda abrangeram uma por¢io
bastante limitada do genoma. No entanto, a vantagem na utilizagdo de marcadores deste
tipo € a possiblidade de analise detalhada da mesma regido do genoma em cromossomos
homologos, sendo posstvel a identificagdo de translocagdes e repetigdes nestas regides. A
analise dos grupos formados ndo pode ser considerada conclusiva. Entretanto, ela destaca

pontos que poderdo ser averigliados e confirmados em estudos posteriores.

Os resultados obtidos neste trabalho indicaram que, para uma ampla cobertura do genoma
de hibridos interespecificos de cana-de-agticar com marcadores RFLP, ¢ necessario utilizar
grande quantidade de sondas diferentes em combinagdes com enzimas que tenham a
caracteristica de gerar marcadores multiplos. Nao ¢ suficiente a utilizagdo de um grande
numero de marcadores originados de poucas sondas. Faz-se necessario também o
desenvolvimento de metodologias que permitam o uso de marcadores com outros tipos de

segregagao nos Mesmo mapa

Nado € possivel acessar o genoma completo de cana-de-agucar utilizando-se poucos

marcadores. O elevado nimero de cromossomos presente nos gendtipos estudados exige
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que um numero consideravel de marcadores seja utilizado visando a obtengao de um
numero de grupos de ligagdo cormrespondente ao nimero de cromossomos da cana-de-

agucar cultivada e resultando em um mapa saturado.

O marcador RFLP ¢ inadequado para a saturagdo do genoma de hibridos interespecificos
de cana-de-agucar. Técnicas que sejam capazes de gerar grande nimero de marcadores em
menor tempo, sdo mais eficientes para a obtengdo de mapas saturados destes gendtipos.
Entretanto, o mapa obtido a partir de marcadores RFLP apresenta a vantagem de poder
ser comparado com mapas obtidos para outros cruzamentos de cana-de-aglcar, desde que
os mesmos marcadores sejam utilizados. Por esta razdo, eles sio considerados como
mapas basicos da espécie, utilizados como arcabougo para o ancoramento de outros tipos

de marcadores, tais como os AFLPs.
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6. Perspectivas

O mapa preliminar para hibrido interespecifico (representantes de variedades
comerciais) de cana-de-aglcar obtido neste trabalho sera utilizado como suporte para a
inser¢do de outros marcadores moleculares, tais como AFLP e microssatélites, os quais
possibilitardo a saturagdo do mesmo.

ApOs a saturagdo desse mapa, serdo mapeados genes associados a caracteristicas
quantitativas e qualitativas de importancia agrondmica, priorizando-se o teor de agucar,
peso dos colmos e resisténcia a escaldadura.

A confirmagdo da associagdo entre marcadores e os QTLs para as caracteristicas
anteriormente descritas sera efetuada através da construgdo de um outro mapa genético,
utilizando os mesmos marcadores, porém, com base em populacio F; resultante do
cruzamento de outros genitores. A progénie a ser utilizada neste estudo posterior ja foi

obtida e derivou do cruzamento entre as variedades comerciais SP85-7215 e SP80-144.
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Resultados complementares

Com o objetivo de se avaliar previamente a dosagem dos marcadores para sua posterior
utilizagdo na populagdo de mapeamento F;, efetuou-se a analise dos mesmos empregando-se 14
individuos da populagdo Fi, tomados aleatoriamente. Tal estratégia foi empregada visando a
selecdo dos marcadores em dose unica que seriam utilizados na progénie F;.

O numero de individuos envolvidos nesta etapa, foi definido baseando-se no teste de v’ e
considerando a segregagio de marcadores em dose dupla (DD), a qual ¢ a dosagem passivel de
ser confundida com os marcadores em dose simples (SD). Como os marcadores DD segregam na
proporgdo 3:1 em alodecaploides, caso da espécie S. officinarum (90% do genoma da SP80-180 ¢
SP80-4966), se a andlise fosse realizada empregando-se um nimero menor que 14 individuos, a
proporgdo poderia ser 7:3 ou 8:2 para presenca:auséncia da banda. Ao ser realizado o %* de um
marcador segregando nesta propor¢do, o valor obtido a 5% de probabilidade, seria ndo
significativo. Assim, o x* calculado nio diferenciaria um marcador em dose dupla de um
marcador em dose simples, o qual apresenta segregagdo de 5:5 para presencaauséncia. Tal
situacdo ocorre quando se utilizam 10 ou 12 individuos. Entretanto, quando as mesmas avaliagdes
sdo realizadas para 14 individuos, o x* consegue diferir 11 presengas para 3 auséncias de um
marcador DD contra 7 presencas ¢ 7 auséncias do marcador SD.

Considerando esses aspectos, as melhores combinagdes sonda/enzima selecionadas nos
genitores, foram analisadas quanto a sua segregagdo na genotipagem de 14 individuos F, para a
verificacdo da dosagem de cada marcador. Desta forma, somente marcadores em dose simples
seriam empregados na genotipagem da populagdo F; completa.

A Figura 1 mostra o padrio de fragmentos adquiridos apés hibridizagdo da sonda SGZ1

com o DNA dos genitores e de 14 individuos F; digeridos com a enzima Dra L.
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YR 4

Figura 1. Padrio de fragmentos provenientes da combinagdo sonda SG021/enzima Dra 1
para os genitores e 14 individuos da progénie F, digeridos com a enzima Dra L E possivel
verificar a segregagdo de cada um dos marcadores nos individuos F;. Os marcadores A, C,
D, E, F e H sdo polimérficos entre os genitores. Os marcadores B e G apresentam-se

monomorficos entre os genitores.
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Inicialmente foram analisadas 37 sondas, as quais geraram 163 marcadores (Tabela. 1).

Tabela. 1 Apresentagio dos dados obtidos da analise de dosagem de marcadores gerados pela

combinag¢io de 56 sondas/enzimas previamente selecionadas.

n” de n® de marcadores n° de marcadores
n® de sondas n° de sondas
marcadores em Dosagem cem outras
Descartadas

encontrados Simples (DS) dosagens

Sondas analisadas 37 163 143 20 1
Em 14 individuos da

progénie F,

Sondas ndo analisadas 19 58 = . 2
Em 14 individuos da

progénie F,

Total 56 221 143 20 1

Dentre os 163 marcadores avaliados nos 14 individuos, 99 segregaram na propor¢do 1:1
(Tabela 2), os quais foram identificados através do polimorfismo apresentado entre os genitores.
A avaliacdo pelo teste %, demonstrou que 17 marcadores desviaram significativamente da
relagdo esperada.
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Tabela 2. Resultado da analise de 99 marcadores para
segregacdo na propor¢do 1:1, quanto a significdncia a

5% e 1%, pelo teste de x2.

Total Marcadores  Nio Significativos  Significativos

5% 99 82 17

1% 99 89 10

Analise similar foi realizada para marcadores segregantes na populagdo F, e
monomérficos entre os genitores. Para estes casos, foi avaliado o desvio da segregacdo para a

proporgdo 3:1 por teste . Sessenta e quatro marcadores foram considerados nesta avaliag@o.

Destes marcadores, somente 3 desviaram da relagdo esperada (Tabela 3).

Tabela 3. Resultado da andlise de 64 marcadores para
segregacdo na propor¢do 3:1, quanto significancia a

5% e 1%. pelo teste de ¥ 2.

Total Marcadores  Nio Significativos  Significativos

5% 64 3 61

1% 64 3 61

Sendo assim, de um total de 163 marcadores analisados, 143 néo apresentaram desvio
significativo das proporgdes avaliadas 3:1 e 1:1 (monomorfico e polimérfico entre os genitores),

sendo considerados em dose simples (SD) no genoma em estudo. (Tabela 1). Os 20 marcadores

restantes ndo estavam em dose simples.
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Analisando-se esses resultados, concluiu-se que somente uma sonda das 56 utilizadas
seria excluida para prosseguir nas demais etapas de analise. Esta sonda resultou em um unico
marcador, o qual mostrou segrega¢do muito diferente da esperada para marcadores em dosagem
simples. Os 19 marcadores que ndo estavam em dose tGnica (Tabela 1) foram gerados por sondas
que apresentaram SDRFs. Assim, estes marcadores em doses multiplas foram conduzidos
conjuntamente com marcadores em dose simples nas avaliagdes da populagdo Fi, mesmo nao
sendo nela analisados.

Considerando que as analises efetuadas para determinagdo da dosagem dos marcadores
detectou um pequeno nimero de sondas que possuiam apenas marcadores em doses multiplas, as
quais poderiam ser descartadas, decidiu-se realizar a analise de dosagem dos 29 marcadores
restantes diretamente na populagdo de mapeamento.

Assim, a hibridizagdo foi realizada empregando-se as sondas selecionadas em membranas
contendo todos os individuos da progénie F; e os genitores, digeridos com a enzima de restrigdo
(Dral, EcoRI, EcoRV ou Xbal) escolhida para a combinagdo com a respectiva sonda.

A Figura 2 apresenta um exemplo de genotipagem da populagdo Fi. A membrana contém
os genitores e todos os individuos da progénie F1, digeridos com a enzima Eco Rl e hibridizados
com a sonda SG11. Os resultados revelaram a presenga de 6 marcadores, os quais foram
denominados: SG11A, SG11B, SG11C, SG11D, SG11E e SGI11F. Os marcadores A, B, D foram

avaliados para a segregagdo 1:1 e os marcadores C, E e F para a relagdo 3:1. Através do teste %,

foi confirmado a dosagem simples de cada um destes marcadores.
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Figura 2. Autoradiografia mostrando o perfil de marcadores RFLP para 100 individuos da populagdo provenients do cruzamentc
entre duas variedades comerciais. P1 e P2, representam os genitores SP80-180 e SP80-4966 e os niumeros 1-100 corresponden
aos individuos F1 da progénie utilizada. A genctipagem dssses individuos foi realizada com a combinagéo sonda SG011/enzim:

Feo RT Os marcadores A, B, C, D, E e F sdo marcadores presentes em dose unica no genoma (SDRF).
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