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Prefacio

Os resultados obtidos durante o desenvolvimento deste trabalho de tese estdo
apresentados na forma de artigos cientificos. O primeiro artigo, Survey in the sugarcane
expressed sequence tag database (SUCEST) for simple sequence repeats, publicado na
revista Genome (47: 795-804; 2004), descreve a busca de marcadores moleculares do tipo
microssatélites no banco de dados do SUCEST, além do desenvolvimento e avaliacdo dos
primeiros EST-SSRs. O segundo artigo, Characterization of novel sugarcane expressed
sequence tag microsatellites and their comparison with genomic SSRs, publicado na revista
Plant Breeding (125: 378-384; 2006), apresenta a caracterizagao de um conjunto dos EST-
SSRs desenvolvidos, a verificagdio do poder discriminatério destes marcadores e a
comparacdo destes com SSRs gendmicos. O terceiro artigo, Functional integrated genetic
linkage map based on EST-markers for a sugarcane (Saccharum spp.) commercial cross,
submetido a revista Molecular Breeding, apresenta o mapa funcional construido para a
populacdo de mapeamento ‘SP80-180 x SP80-4966’, a partir da integracao dos EST-SSRs

ao mapa prévio desta populagdo.

Como resultado complementar, foram realizados estudos citogenéticos nos parentais
da referida populacdo de mapeamento e em alguns individuos da progénie F1, buscando um
melhor entendimento dos resultados obtidos, isto €, objetivando relacionar os nimeros e
tipos de marcadores segregantes na populacdo com os ndmeros de cromossomos dos

individuos.

Durante o doutorado realizei estigio no CIRAD (Centre de Coopération

Internationale em Recherche Agronomique pour le développement — Montpellier/France),
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sob a orientacdo da Dra. Angélique D’Hont. Durante o estdgio, trabalhei em um projeto de
mapeamento genético de uma populagdo de cana-de-agtcar proveniente de um cruzamento
entre o cultivar ‘R570° e o clone ‘MQ76-53. Integrei ao mapa genético desta populacdo 13
dos locos EST-SSRs desenvolvidos no meu projeto de tese, além de 33 SSRs do programa
do CIRAD. O resultado do mapeamento genético desta populacdo encontra-se apresentado,
em anexo, na forma de artigo cientifico, Genetic mapping in sugarcane, a high polyploid,
using bi-parental progeny: identification of a gene controlling stalk colour and a new rust
resistance gene, publicado na revista Theoretical and Applied Genetics ( 112: 1382-1391;
2006). Além deste projeto de mapeamento genético, também participei de outro projeto que
tinha por objetivo o estudo da diversidade genética do fungo Ustilago scitaminea, que
causa o carvao nas plantas de cana-de-acucar. A partir dos esporos do fungo, realizei as
andlises com primers de SSRs marcados com fluorescéncia e posterior andlise da
diversidade. Este trabalho gerou o artigo, Evidence for the dispersal of a unique lineage
from Asia to America and Africa in the sugarcane fungal pathogen Ustilago scitaminea,
aceito para publicacdo na revista, Fungal Genetics and Biology. Durante este periodo
também realizei a genotipagem de 70 dos EST-SSRs selecionados para mapeamento na
populacdo ‘SP80-180 x SP80-4966’, que encontram-se descritos no artigo 3 desta

dissertacao.
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Resumo

A cana-de-agucar (Saccharum spp.) estd entre as espécies de maior importancia
econdmica no mundo, constituindo uma das principais fontes de producdo de agucar e
alcool. Apesar do Brasil ocupar posi¢do de destaque, como o maior produtor mundial, os
niveis de produtividade sdo considerados baixos. Os programas de melhoramento para
obtencdo de novas variedades de cana-de-acicar, mais produtivas e resistentes a pragas e
doencas, podem ser acelerados com o desenvolvimento de marcadores genéticos, PCR
especificos, fortemente ligados a genes que controlam as caracteristicas de interesse.

A utilizacdo de marcadores em estudos de mapeamento genético e de QTL’s
(Quantitative Trait Loci) tem proporcionado um importante progresso no conhecimento da
estrutura gendmica e na genética da cana-de-agucar. Sabe-se que os ESTs (Expressed
Sequence Tags) apresentam grande potencial para serem utilizados com tais finalidades. O
projeto de seqiienciamento de ESTs (SUCEST), do programa Genoma da FAPESP,
identificou cerca de 43 mil clusters que representam os genes de cana-de-agucar, potenciais
para serem utilizados no desenvolvimento de marcadores genéticos.

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver e mapear
marcadores EST-SSRs em uma progénie derivada do cruzamento entre duas variedades
pré-comerciais de cana-de-aguicar, complementando os programas de mapeamento genético
desta populacdo. Uma busca no banco de dados do SUCEST resultou na identificacdo de
marcadores microssatélites ou SSRs (Single sequence repeats) em 2005 clusters. Trezentos
e setenta e dois locos EST-SSRs foram desenvolvidos e analisados e, destes, 149 foram

selecionados para estudo de mapeamento genético.
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Um total de 2303 marcadores polimérficos (SSRs, EST-SSRs, RFLPs, EST-RFLPs
e AFLPs) foi identificado nos 100 individuos da progénie F1, dos quais 1669 (72%) eram
marcadores em dose simples (1:1 e 3:1), segregantes na populagdo. As andlises de
mapeamento foram baseadas na metodologia de identificacdo de marcadores em dosagem
Unica no genoma, com o auxilio dos programas JoinMap (versao 3.0) e OneMap. Para a
formacdo dos grupos de co-segregacdo (GCs) utilizou-se LOD 5 e fracdo de recombinagao
de 0.35. A funcao de mapeamento de Kosambi foi adotada para conversao das frequéncias
de recombinacdo em distancias de mapa em centiMorgans (cM). Dos 1669 marcadores
segregantes, 664 (40%) foram distribuidos em 192GCs, gerando um mapa com 6261.1 ctM
de comprimento. Os 192 GCs foram agrupados em 14 provdaveis grupos de homologia.
Cento e treze dos 149 EST-SSRs avaliados foram mapeados e apresentaram homologia a
genes conhecidos de outras espécies.

A adicdo dos marcadores provenientes de seqiiéncias expressas, aumentou a
cobertura e densidade do mapa prévio desta populacdo, possibilitando também a construgao
do primeiro mapa funcional de cana-de-actcar. Os EST-SSRs desenvolvidos tém potencial
de utilizacdo na deteccdo de QTL’s associados a caracteristicas de importancia econdomica

para a cultura da cana-de-actcar.
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Abstract

Sugarcane (Saccharum spp.) is one of the most important cash crops, highly
contributing towards the production of raw sugar and bioethanol produced worldwide. Even
though Brazil is the major producer, sugar yield is considered low. Breeding programs for
the attainment of new improved sugarcane varieties, which are more productive and more
resistant to plagues and illnesses, could be sped up with the development of genetic
markers that are PCR-specific and strongly linked to genes that control the desired
agronomic traits.

The use of genetic markers in genetic mapping and QTL (Quantitative Trait Loci)
studies has allowed important progress in the knowledge of the genomic structure and
genetics of sugarcane. It is a known fact that the ESTs (Expressed Sequence Tags) have
great potential to be used with such purposes. The Sugarcane Expressed Sequence Tag
Project (SUCEST) has identified about 43000 clusters that represent the sugarcane genes
with a potential to be used in the development of genetic markers.

In this context, the objective of the present work was to develop and map EST-SSR
markers in a progeny obtained by the cross between two pre-commercial sugarcane
varieties, complementing the genetic mapping programs of this population. A search in the
SUCEST database resulted on the identification of the microssatellites or SSR (Single
sequence repeats) markers in 2005 clusters. Thus, three hundred and seventy two EST-SSR
loci had been developed and analyzed and, out of these, 149 were selected for mapping
analyses.

A total of 2303 polymorphic markers (SSRs, EST-SSRs, RFLPs, EST-RFLPs and

AFLPs) were identified among the 100 F1 individuals, of which 1669 (72.5%) were single-
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dose (SD — segregated 1:1 and 3:1) markers. Map analyses were carried out using JoinMap
(version 3.0) and OneMap algorithm, based on a single-dose marker approach. The linkage
relationships of simplex markers were determined at a LOD score threshold of 5 and a
recombination fraction threshold of 0.35 and map distances were derived from the
recombination fraction using the Kosambi function. Out of these 1669 SD markers, 664
(40%) were scattered onto 192 co-segregation groups (CGs) with a total estimated map
length of 6261.1 cM. Using both genomic and EST-derived SSR and RFLP, 120 of the 192
CGs were formed into fourteen putative homology groups (HGs). One hundred and thirteen
of the 149 EST-SSRs evaluated were mapped and presented homology to previously
studied genes of other species.

The addition of the EST-derived markers increased the coverage and density of the
previous map of this population, which also enabled the construction of the first functional
linkage sugarcane map. The EST-SSRs developed have the potential to be used in the

detection of QTLs associated to important economic traits for sugarcane culture.

XX




Introducdo

1 Introducao

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

O Brasil encontra-se na posicdo de maior produtor mundial de cana-de-acucar,
participando com 25% da producdo, seguido pela India, Cuba, México e China, e
exportando cerca de 39% de sua produgdo (Matsuoka 1999). Apesar da posicdo de destaque
em nossa economia, este produto enfrenta oscilagdes de pre¢co no mercado internacional,
influenciado diretamente pela oferta de agicar de beterraba, que representa 35% da
producdo mundial de actcar (Hoarau 2000).

Os paises desenvolvidos, produtores de aguicar de beterraba, ja recorrem as mais
modernas tecnologias em busca do aumento de sua producao e na tentativa de dominio do
mercado. Os paises da Comunidade Economica Européia subsidiam fortemente a produgao
do acucar de beterraba para atenuar os custos com as importacdes do acucar de cana
produzido nos trépicos. Dessa forma, a competicao internacional no setor sucro-alcooleiro
torna-se crescente a cada ano, e o Brasil necessita de maiores investimentos em tecnologia
que resultem no aumento da produtividade na industria agucareira, visando manter sua
capacidade produtiva e competitiva.

A utilizac@o de variedades melhoradas constitui a principal estratégia para alcancar
o incremento da produtividade. O melhoramento genético destaca-se por sua importancia
na obtenc¢ao de cultivares com requisitos adequados a interesses agrondmicos e industriais.
Entretanto, o alto nivel de ploidia e a complexidade citogenética das espécies de

Saccharum, envolvendo classes variadas de cromossomos e eventos de recombinagio,
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impdem dificuldades no melhoramento desta cultura (Heinz 1987; Arumuganathan er al.
1991). Igualmente, as variedades comerciais de cana-de-actcar sdo aneupldides com alto
nimero cromossdmico, desenvolvidas a partir de uma série de cruzamentos entre as
espécies S. officinarum, a qual contribui com o alto teor de agucar e, S. spontaneum
responsavel pelo vigor vegetativo e resisténcia aos estresses bidticos e abidticos, e
retrocruzamentos para S. officinarum.

Além disso, um programa convencional de melhoramento genético em cana-de-
acucar leva um tempo relativamente longo para obtengdo e distribuicdo de uma nova
variedade aos produtores, em geral consome de 12 a 15 anos (Burnquist 2000), e pode ser
efetivamente abreviado com o uso de marcadores moleculares.

Marcadores moleculares representam uma valiosa ferramenta, pois tém grande
potencial na melhoria da eficiéncia dos programas de melhoramento, nido apenas
objetivando as caracteristicas a serem selecionadas em uma geracdo, mas também
precisando qual gendtipo pode ser selecionado. Informacdes obtidas a partir destes
marcadores tém contribuido no melhor entendimento da evolugdo e genética tanto de
espécies dipldides quanto polipldides (Soltis e Soltis 1993).

O numero elevado de plantas analisadas nos programas de melhoramento requer um
diagnéstico rdpido e preciso, o qual € alcancado pelo emprego de marcadores revelados
pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Os marcadores microssatélites ou SSRs
(Simple Sequence Repeats) apresentam grande valor no estudo de muitas espécies de
plantas. Este sucesso € atribuido a sua natureza multialélica, heranca codominante,
facilidade de deteccdo pela PCR, abundancia relativa, cobertura extensiva do genoma e

necessidade de quantidades pequenas de DNA para dar inicio as reagdes (Powell et al.

1996).
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A disponibilidade destes marcadores ao longo de todo o genoma permite a
confec¢do de mapas genéticos, os quais possibilitam a aquisi¢do de informagdes bdsicas
sobre a estrutura e organizacdo do genoma de uma espécie estudada, tais como: padrdes de
distorcdo de segregacdo Mendeliana de segmentos cromossomicos, associacdes de
marcadores com caracteres qualitativos e localizagao dos mesmos e identificagdo de regides
genOmicas associadas a caracteres quantitativos (Ferreira e Grattapaglia 1998).

O sequenciamento gendmico tem contribuido significativamente na drea de
mapeamento de poligenes, principalmente na identificacdo de “marcadores candidatos” que
apresentam uma maior probabilidade de estarem ligados a QTL’s (Quantitative Trait Loci).
O projeto SUCEST (Sugarcane EST) de seqiienciamento de ESTs (Expressed Sequence
Tags) em cana-de-agucar representa uma Otima fonte de ‘“marcadores candidatos”
(Camargo 2000a). Neste contexto, no sentido de explorar e aplicar as informagdes geradas
pelo SUCEST e buscando identificar regides gendmicas associadas a genes que controlam
caracteristicas de importancia agrondmica e industrial, o presente trabalho teve por objetivo
central desenvolver marcadores moleculares do tipo microssatélite a partir de ESTs.

Tais marcadores (EST-SSRs) foram integrados a um programa de mapeamento
genético e de caracteristicas qualitativas e quantitativas que vem sendo desenvolvido,
empregando uma populacdo F; obtida a partir do cruzamento de duas variedades ‘SP 80-
180’ e ‘SP 80-4966°, hibridos pré-comerciais interespecificos, altamente polipldides e
contrastantes quanto ao teor de sacarose. Este trabalho originou o primeiro mapa funcional

de uma populagdo de cana-de-agucar.
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2 Revisao Bibliografica

2.1 Aspectos gerais da cultura da cana-de-acicar

2.1.1 Domesticacao e dispersao das primeiras formas cultivadas

A domesticacdo da cana-de-actcar deu-se aproximadamente em 2500 a.C., na Nova
Guiné, onde existia uma grande diversidade morfolégica da espécie Saccharum
officinarum. Inicialmente, a cana-de-agicar era cultivada em jardins apenas para serem
mascadas. Em seguida, S. officinarum difundiu-se para as ilhas do Sul do Pacifico, India e
China, através de expedicdes australianas que ocorreram por volta de 1500 a 1000 a.C.
(Brandes 1956; Daniels e Roach 1987). Duas outras espécies de cana-de-agucar, S. barberi
e S. sinense, apareceram nesta época, respectivamente na India e China. Foi exatamente na
India e na China que a inddstria de extracdo do acticar se originou. Em 500 d.C., a cana-de-
acticar foi cultivada na Pérsia e de 14 para a Africa do Norte e ilhas do mediterrdneo. Em
seguida, no século XV, os Portugueses e Espanhdis propagaram a cultura nas ilhas do
Atlantico. Na ocasido da sua segunda viagem, Cristovao Colombo trouxe a cana-de-agucar
para as Américas e foi no Haiti que a cana-de-actcar foi cultivada primeiramente. Durante
os séculos XVI e XVII a extensdo da cultura da cana-de-agicar na América, principalmente
no Brasil e no Caribe, estava estreitamente ligada as colonizagdes européias.

Até meados do século XVIII, o desenvolvimento de plantacdes de cana-de-agicar
realizou-se a partir de um unico clone, ou de um ndmero pequeno de clones, denominado
Creoula. Tratava-se de um clone de S. barberi ou de um hibrido desta espécie com S.

officinarum. Porém era pouco rudstico e suscetivel a doengas, tendo sido seu cultivo,
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limitado a terras com alta fertilidade. Até meados do século XIX, este clone foi substituido
pelo clone Bourbon. Devido a sua susceptibilidade, este clone, por sua vez, foi substituido
pelo clone Cheribon e ainda Tanna (Stevenson 1965).

Oficialmente, foi Martim Afonso de Souza que, em 1532, trouxe a primeira muda de
cana-de-acucar ao Brasil e iniciou seu cultivo na Capitania de Sao Vicente. A partir das
Capitanias de Pernambuco e da Bahia os engenhos de acticar se multiplicaram, dando inicio
a uma inddstria que encontrou no Brasil seu campo fértil para uma répida expansao e
perpetuacdo. Apds um inicio repleto de dificuldades, a producdo de actcar prosperou e
passados menos de 50 anos o Brasil ja detinha o monopdlio mundial da produciao (Machado

2003).

2.1.2 Inicio do melhoramento genético da cana-de-acicar

Até o final do século XIX, a cultura da cana-de-agucar deu-se através da propagacdo
vegetativa de um numero reduzido de clones provenientes das espécies S. officinarum, S.
sinense, S. barberi. No final deste século, a fertilidade da cana-de-acucar foi descoberta. A
cana-de-acgucar era considerada como uma planta totalmente estéril at€é a descoberta de
plantulas originadas de sementes naturais em 1858, em Barbados (Stevenson 1965). Porém
esta aptidao s6 foi explorada para a producdo de novas variedades a partir de 1888, em
Java. Durante os vinte anos seguintes, diversos cruzamentos foram realizados pelos
pioneiros de sele¢do em Java, na India, nas Ilhas Mauricio e no Havai (Bremer 1961a). Em
um primeiro momento, os programas de melhoramento fundaram-se nos cruzamentos entre

as canas ‘nobres’ (S. officinarum). Estes cruzamentos intra-especificos tiveram grande
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sucesso. Os clones POJ100, 247B, EK28 obtidos em Java ou ainda BH10/12 ou B726 em
Barbados foram sucessivamente cultivados nestas duas ilhas durante as duas primeiras
décadas do século (Stevenson 1965). Estes trabalhos visaram controlar as principais
doencas da época, como 0 mosaicismo.

O final do século XIX e inicio do século XX caracterizaram-se pelo aumento
crescente das preocupacdes no setor agucareiro, no exterior e no Brasil, tanto com a baixa
produtividade dos canaviais quanto com a melhoria da qualidade das canas (Stevenson
1965). Em consequéncia, passou a ocorrer intenso intercambio de tipos de cana entre
paises. A consciéncia da necessidade de pesquisa sistematizada acabou por levar a criagdo
de estagdes experimentais, que tiveram como principais atividades a experimentacdo com

variedades introduzidas e a criacao de outras variedades locais (Matsuoka et al. 1999).

2.1.3 A importancia econdomica da cana-de-acicar

7z

A cana-de-aguicar, juntamente com a beterraba, é a base da industria agucareira
mundial. Atualmente, a produc@o mundial de sacarose ultrapassa 120 milhdes de toneladas
por ano, dos quais cerca de 70% sdo provenientes da cana-de-aguicar e 30% da beterraba.
Este nimero mostra a importancia atingida pelo acicar da cana-de-actcar na alimentacdo
humana. Ela € cultivada em mais de 115 paises, essencialmente em paises tropicais devido
a sua baixa tolerancia ao frio (Feldmann et al. 1997).

O consumo mundial de acucar continua a crescer por volta de 2.5% ao ano,
atingindo aproximadamente 143 milhdes de toneladas em 2004. Este aumento se iniciou

pelo crescimento do mercado asidtico, uma vez que o consumo nos paises ocidentais
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permaneceu estavel ou apresentou uma leve queda. A propor¢cdo da producao mundial de
acucar proveniente da cana-de-agucar se encontra em constante alta.

A maioria das regides do mundo que cultivam a cana-de-agtcar tem programas de
criacdo e selecdo de variedades adaptadas as suas necessidades. Vale lembrar que o modo
de propagacdo da cana-de-acucar e sua cultura em numerosos paises que ndo protegem as
obtencdes varietais tornam dificil a comercializa¢do de cultivares. Existem duas cole¢des
mundiais, uma na India e outra nos Estados Unidos, que reagrupam os recursos genéticos
originados de numerosas prospeccdes efetuadas no centro de diversidade da cana-de-
acticar, na Asia e na Oceania, desde o comeco do século. Estas colecdes sio disponiveis a
todos os paises produtores de cana-de-acucar agrupados na ISSCT (International Society of
Sugar Cane Technologists). Os riscos fitopatoldgicos ligados as trocas destas plantas
multiplicadas vegetativamente conduziram ao surgimento de instalacdes de quarentena
(Feldmann et al. 1997).

No Brasil, o agronegécio sucroalcooleiro movimenta cerca de R$ 40 bilhdes por
ano, com faturamentos diretos e indiretos, o que corresponde a aproximadamente 2,35% do
PIB nacional, além de ser um dos setores que mais empregam no pais, com a geracao de 3,6
milhdes de empregos diretos e indiretos, e de congregar mais de 72.000 agricultores.
Somente este ano o Brasil deve obter mais de US$ 3,5 bilhdes em divisas com as
exportagdes de 14,3 milhdes de toneladas de acucar e 2,5 bilhdes de litros de dlcool. Este
setor faz do Brasil o maior produtor mundial de cana e agucar e o principal pais do mundo a
implantar, em larga escala, um combustivel renovdvel alternativo ao petréleo

(www.jornalcana.com.br).

O setor sucroalcooleiro viveu em 2005 um momento de euforia com o sucesso do

biocombustivel. Vérios paises ja estdo estudando a utilizacdo do dlcool dentro de suas
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matrizes energéticas. Nos Estados Unidos, por exemplo, varios Estados adicionardao 15% de
etanol a gasolina até o ano de 2010, gerando uma demanda de cerca de 7,6 bilhdes de litros.
A China também ird adicionar 10% de élcool a gasolina, o que implicard na demanda de
dois bilhdes de litros de dlcool ao ano. Outros paises, como a India, vdo adicionar 5% do
produto a gasolina, estimando a necessidade de 400 milhdes de litros de dlcool. Da mesma
forma, a Colombia precisard de 750 milhdes de litros, a Austrdlia de 350 milhdes de litros e
o México de trés bilhdes de litros ao ano. A estimativa é de que, nos proximos cinco anos, a
demanda mundial por élcool ultrapassard os 10 bilhdes de litros, o que levard a grande
aceitacdo deste produto no mercado internacional, motivada principalmente por
consideragdes de ordem ambiental, pela elevacdo dos precos do petréleo no mercado
internacional e pela incerteza na oferta de combustiveis fosseis no médio e longo prazo.

O Brasil, além de maior produtor e consumidor de etanol, ¢ também o maior
exportador no cendrio global. Até meados de 2002 as exportacdes brasileiras de dlcool eram
insignificantes, mas com o crescimento da demanda por esse biocombustivel no mercado
internacional, o volume exportado cresceu de 565 milhdes de litros em 2003, para 2,1
bilhdes de litros no periodo de Janeiro a Novembro de 2005 (Secex 2005).

Aliado ao crescimento das exportagdes brasileiras de agicar, o cendrio acima
explica boa parte da significativa expansdo do setor sucroalcooleiro nacional nos ultimos
anos e as perspectivas promissoras do mercado interno e externo para esse biocombustivel
num futuro bastante proximo. Sem divida, a necessidade de fornecer etanol para o mercado
interno em expansdo e para o mercado internacional, que anseia por fontes renovaveis de
energia, traz excelentes oportunidades para incrementos ainda maiores no crescimento do

setor. Nos anos recentes, nota-se o aumento da producdo de cana-de-acguicar e de seus
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produtos derivados, acucar e etanol, tanto nas tradicionais regides produtoras como em
estados que representam novas fronteiras agricolas para a cultura canavieira no Brasil.

A Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) efetuou, recentemente, o
primeiro levantamento da safra brasileira 2006/2007 de cana-de-actcar e sua destinagao
(agucar, dlcool e outros) (Conab 2006). A produgdo nesta safra é estimada em 469,8
milhdes de toneladas, superior em 8.9% a da safra anterior, que foi de 431,4 milhdes de
toneladas. A regido Centro-Sul é responsédvel por 86.8% da producdo nacional, sendo que a
regido Sudeste detém 69.4% da producdo nacional, correspondendo a 80% da producao do
Centro-Sul. Enquanto que a regidao Norte-Nordeste € responsavel pelos 13.2% da produgao
nacional. O respectivo crescimento ocorreu em funcdo da expansio de 5.4% na drea, que
passou de 5,8 para 6,2 milhdes de hectares, e de 3.4% na produtividade média, que passou
de 73,868 para 76,353 kg/ha. Este incremento € dito, segundo levantamento da Conab, fruto
do clima e dos investimentos ocorridos nas industrias atraidas pelos precos de mercado. Do
total da producgdo, 50.5% sdo destinadas a producdo de agucar, 39.6% a producgdo de dlcool,
enquanto que os 9.9% restantes sdo destinados para fabricacdo de cachaca, alimentacdo
animal, sementes, fabricacdo de rapadura, agicar mascavo, dentre outros fins (Conab
2006).

O Brasil conta com uma posicdo privilegiada para atender as necessidades de
maiores importacdes tanto de acucar quanto de dlcool anidro para fins combustiveis. O pais
tem duas regides produtoras, Centro-Sul e no Norte-Nordeste, com safras alternadas,
podendo manter sua presenca no mercado mundial ao longo de todo o ano. Conta com uma
avangada tecnologia de producdo de dlcool, além de ter o menor custo de produgdo do

mundo e ainda possuir potencial de expansao de 4rea plantada e de produtividade.




Revisdo Bibliogrdfica

2.2 Classificaciao taxonomica

A cana-de-actcar € uma planta herbacea, aldgama, cultivada em regides tropicais e

subtropicais. Pertence a familia das gramineas (Poaceae), tribo Andropogoneae e género

Saccharum (Tabela 1).

Tabela 1 Classificacdo taxondmica da cana-de-agicar (Daniels e Roach 1987).

FAMILIA SUBFAMILIA  TRIBO GRUPOS DE SUBTRIBO GENERO
SUBTRIBO
Pooideae Dimeriinae Hack Imperata Cyr
/ _CSaccharinae Benth _C_Eriochrysis P. Beauv.
Paniceae - Germainiinae WD Clayton —~— Ecooilopus Steud
-4 Panicoideae =4 Anhraxoninge Benth. | “Saccharastrae” T Sp_odiopogc'm Trin. )
Andropogoneae:_ Andropogoninae Presl. —— Miscanthidium Stapf.
1 Anthistiriinae Presl. —— Erianthus Michx sect.
Gramineae -{ —  Chloridoideae —— Ischaeminae Presl. Ripidium Henrard
- Rottboeliinae Presl. —— Miscanthus Anderss.
o | Tripsacinae Presl. sect. Diandra Keng “Complex
—4—  Arundinoideae - Coicinae —— Sclerostachya Sac th ¢ 0
\— Chionachninae WD Clayton (Hack.) A. Camus accharum
—— Narenga Bor.
\ Bambusoideae Saccharum L.
L “Eulaliastrae”

2.2.1 Género Saccharum

O género Saccharum é caracterizado pelo alto nivel de poliploidia e aneuploidia.

Seis espécies de cana-de-agucar constituem este género (Naidu e Sreenivasan 1987; Roach

e Daniels 1987), entre as quais distinguem-se duas categorias: (1) as espécies selvagens: S.

10
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robustum Brandes e Jesweit ex Grassl e S. spontaneum L. e (2) as espécies domesticadas: S.

officinarum L., S. barberi Jesw., S. sinense Roxb. e S. edule Hassk.

Espécies Selvagens

S. spontaneum é uma espécie rustica, altamente polipl6ide, que pode colonizar regides com
caracteristicas extremamente contrastantes, como temperatura, umidade e tipo de solo. Em
conseqiiéncia, esta espécie apresenta vasta expansao geografica, que vai do Japao ao leste
da Africa, passando pelo sudeste da Asia, pelo continente indiano, pelo Oriente Médio e a
bacia mediterranea (Brandes et al 1939). Os clones desta espécie contém baixo teor de
sacarose, entretanto possuem resisténcia a pragas e doencas, capacidade de rebrota de
soqueira, vigor e grande adaptabilidade (Naidu e Sreenivasan 1987). O ndmero de
cromossomos varia de 2n = 40 a 128, sendo os citétipos mais freqiientes os multiplos de 8,
sugerindo que o nimero bésico desta espécie € x = 8 (Panje e Babu 1960; Sreenivasan et al
1987; Burner 1987). De fato, D’Hont e colaboradores (1998) confirmaram este niimero por
hibridizacdo in situ de rDNAs, além de indicar que o nivel de ploidia varia entre 8 e 12,
segundo os citdtipos estudados.

S. robustum € a segunda espécie selvagem do género Saccharum. Nova Guiné e as ilhas de
Melanésia constituem o centro de origem desta espécie, que permaneceu endémica nesta
regido (Daniels e Roach 1987). Distingue-se de S. spontaneum pela auséncia de rizomas,
inflorescéncia grande, haste mais espessa e maior altura (Stevenson 1965). Foram
encontrados dois citétipos eupldides, com 2n = 60 ou 2n = 80, e citdtipos aneupldides,
variando de 2n = 63 a 205. Estes clones aneupldides podem corresponder a hibridos
naturais entre clones de S. robustum ou entre S. robustum e outras espécies (Price 1957a,

1965a).

11
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Espécies domesticadas

S. officinarum é conhecida como a espécie produtora de acticar ou ‘cana nobre’, por
apresentar certas qualidades agrondémicas e industriais correspondentes aos mais
importantes critérios de selecdo: colmos grossos, alto teor de sacarose e baixo conteido de
fibra e amido (Bremer 1961a; Roach 1986). Acredita-se que esta espécie se originou das
formas 2n = 80 da espécie selvagem S. robustum, na Nova Guiné, seu centro de origem
(Brandes 1958). A partir desta regido, os clones de S. officinarum se dispersaram para as
ilhas vizinhas e, em seguida, para vdrias regides que se tornaram os atuais paises produtores
de actcar. Embora considerada, inicialmente, muito homogénea, S. officinarum apresenta
caracteristicas agrondmicas que sdo suficientemente varidveis nos clones (Daniels e Roach
1987), como mostrado por um estudo da diversidade genética realizada através de
marcadores moleculares (Jannoo et al. 1999a). S. officinarum é uma espécie eupléide, com
2n = 80 cromossomos, na sua grande maioria (Bremer 1930; Li e Price 1967; Price e
Daniels 1968). Acredita-se que alguns poucos clones que ndo apresentam este nimero
cromossOmico se originaram de hibridagdo com outras espécies (Bremer 1924). S.
officinarum € uma espécie octaploide, apresentando um ndmero cromossdmico de base de x
=10 (D’Hont et al. 1998).

S. barberi e S. sinense sido espécies que foram cultivadas, respectivamente, no norte da
India e no sul da China (Stevenson 1965). Acredita-se derivarem de hibridacdes naturais
entre as espécies S. officinarum e S. spontaneum (Price 1968), nas suas respectivas regioes
de origem, sendo hibridos de primeira geracdo, uma vez que poucas recombinacdes
interespecificas entre os cromossomos foram observadas por hibridizacgao in situ (D’Hont et
al 1996). Distinguem-se dos clones de S. officinarum devido suas caracteristicas florais,

alto teor de fibras e a sua grande rusticidade devido a melhor tolerdncia aos estresses
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ambientais. Um grande nimero de clones destas espécies € resistente as principais doengas
da cana-de-agucar (Daniels e Roach 1987). Seus nimeros cromossomicos variam entre 2n
=81 a 124 em S. sinense e 2n = 111 a 120 em S. barberi. Observacgdes citoldgicas mostram
meioses extremamente irregulares (Sreenivasan et al 1987).

S. edule € um grupo menor de cana estéril, delimitado na Nova Guiné e nas ilhas vizinhas.
Os clones desta espécie sao provavelmente originados da espécie S. robustum, bem como
de origem interespecifica com S. robustum como doadora do gameta feminino (Grivet et al.
2004). Os perfis moleculares mitocondriais e cloropldsticos destes clones de S. edule sdo
identificados ao perfil mais freqiiente observados na espécie S. robustum (D’Hont et al
1993; Sobral et al. 1994). Os clones constituem uma série de polipléides com 2n = 60, 70

ou 80 cromossomos (Roach 1972).

2.2.2 Complexo ‘Saccharum’

Murkherjee (1954, 1957) revisou o género Saccharum, sua origem e distribuigdo.
Demonstrou-se que os géneros Saccharum, Erianthus (sect Ripidium), Sclerostachya e
Narenga constituiam um grupo de intercruzamentos muito préximo. Murkherjee, entdo,
cunhou o termo ’complexo Saccharum’ para descrever este grande grupo, porém esta ndo €
uma designacdo taxondmica formal. O complexo Saccharum foi revisado por Daniels e
colaboradores (1975c) e o género Miscanthus (sect Diandra) foi adicionado ao grupo

(Tabela 1).
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Sugeriu-se que a cana-de-agicar emergiu de complexos padrdoes de hibridagoes
envolvendo espécies destes diferentes géneros, principalmente, Saccharum, Erianthus e
Miscanthus (Daniels e Roach 1987). Na realidade, parece que o conceito de ‘complexo
Saccharum’ conduz a sobreestimar a contribui¢do de géneros aparentados ao surgimento da
cana-de-acucar cultivada. No entanto, esta suposi¢do ndo € confirmada por pesquisas
moleculares que mostram a cana-de-agtcar origindria especificamente do filo Saccharum
(Besse et al. 1997; Grivet et al. 2004). Por exemplo, a auséncia de hibridizacdo de sondas
especificas de Miscanthus e Erianthus sobre o DNA de diferentes cultivares de cana-de-
acucar € um elemento que clarifica tal tese (Alix et al. 1998; Alix et al. 1999). Os trés
géneros Saccharum, Erianthus e Miscanthus podem ser seguramente diferenciados e
Erianthus e Miscanthus nao parecem ter contribuido com os cultivares de cana-de-acticar
(D’Hont er al. 1995; Besse et al. 1997; Alix et al. 1998; Alix et al. 1999; Nair et al. 1999;

Piperidis et al. 2000).

2.3 Cultivares modernos de cana-de-agiicar

2.3.1 Nobilizacao e os primeiros hibridos interespecificos

Estimulados pelo surgimento de doencas, os primeiros hibridos interespecificos
induzidos pelo homem foram produzidos em Java, envolvendo essencialmente as espécies
S. officinarum e S. spontaneum e, simultaneamente na India, envolvendo S. officinarum, S.
spontaneum e S. barberi. Os primeiros trabalhos neste dominio comeg¢aram em uma estacao

de selecdo em Java, realizados por melhoristas holandeses. Estes designaram pelo termo
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‘nobiliza¢do’ a ag¢do consistente no cruzamento de um clone ‘nobre’, rico em agucar, com
um clone de uma espécie aparentada, vigoroso ou resistente a doencgas, e diversos
retrocruzamentos ao acaso do hibrido obtido com o mesmo parental ‘nobre’ ou outro, de
maneira a recuperar um fendtipo cultivdvel mais ristico e vigoroso (Figura 1). Estes
primeiros hibridos interespecificos permitiram um progresso genético considerdvel
apresentando grande utilidade nos programas de melhoramento da cana-de-agucar,
solucionando alguns problemas de doengas além de fornecerem beneficios adicionais no
aumento da producao e da adaptabilidade de crescimento sob diversas condi¢des de estresse
(Roach 1972).

Os primeiros hibridos interespecificos oriundos destes trabalhos de nobilizacao
foram utilizados macicamente em cruzamentos em todos os programas de sele¢do através
do mundo. Trata-se notadamente dos clones POJ2878, POJ2725, POJ213 de Java e os
clones Co281, Co0290 de Coimbatore. Estes primeiros hibridos interespecificos se
encontram na genealogia de quase todas as variedades cultivadas atualmente.

De fato, os cultivares modernos de cana-de-acicar derivam essencialmente dos
cruzamentos entre estes primeiros hibridos que envolvem um pequeno nimero de clones
parentais (Price 1965b). Trata-se de hibridos complexos interespecificos e aneupldides,
com nimero de cromossomos variando entre 2n = 100 a 130 (Sreenivasan et al 1987). Este
nimero elevado de cromossomos € conseqiiéncia da transmissdo cromossOmica irregular
nas primeiras etapas da nobilizacdo. S.officinarum, utilizado como parental feminino,
transmite seu nimero somatico de cromossomos (2n = 80 cromossomos) no momento do
primeiro cruzamento F1, enquanto que o parental masculino, S. spontaneum, transmite
apenas seu nimero ‘n’ de cromossomos. Este fendmeno persiste até a segunda geracado da

nobilizacdo, correspondente ao primeiro retrocruzamento ao S. officinarum (RC1). Somente
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a partir da terceira nobilizacdo (RC2) que o parental S. officinarum passa a transmitir ‘n’
cromossomos (Bremer 1961b, 1961c). O mecanismo exato da transmissdo ‘2n + n’
cromossomos ainda nao foi perfeitamente estabelecido (Bhat e Gill 1985). Varias hip6teses
foram levantadas para explicar este fendmeno: (1) duplicagdo cromossdmica através de
uma endoduplicagdo, (2) duplicagdo cromossomica apds a primeira divisdo meidtica, (3)
fusdo dos dois nicleos durante o estdgio de tétrade. Esta transmissdo ‘2n + n’ leva a uma
rdpida reducdo do ndmero relativo de cromossomos de S. spontaneum e um rapido retorno
ao tipo cultivado S. officinarum.

Os hibridos naturais ou induzidos entre S. officinarum e S. spontaneum sio
geralmente férteis. As associacdes cromossOmicas nestes hibridos sdo regulares, com
formacdo de bivalentes e algumas raras univalentes na metafase I (Bremer 1961a, 1961b,
1961c; D’Hont et al 1996). No entanto, o modo preciso de pareamento dos cromossomos
ainda nao foi definido, mas as associagdes entre 0s cromossomos interespécies existem,
pois cromossomos recombinantes foram observados em algumas variedades comerciais
(Grivet et al 1996; D’Hont et al 1996). S. officinarum e S. spontaneum t€ém o nimero
basico de cromossomos diferente (D’Hont et al 1996). Assim, nos hibridos interespecificos
cromossomos homologos coexistem, apresentando diferencas na organizacido estrutural
(Grivet et al 1996; D’Hont et al 1996).

Até o momento sabe-se que o esquema de pareamento dos cromossomos durante a
meiose € complexo, porém a disomia é muito improvavel (Grivet et al 1996; Hoarau et al
2001) indicando que todos os cromossomos homologos sdo susceptiveis a recombinagao.
Esta organizacdo gendmica infere que cada copia simples do gene € representada por volta

de 10 alelos, que correspondem potencialmente a um haplétipo diferente. Entre os 10
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alelos, cerca de 8 a 9 devem ser herdados do S. officinarum e 1 ou 2 do S. spontaneum
(Grivet et al 2003).

Segundo os estudados ja realizados, observa-se que os cultivares comerciais de
cana-de-acucar apresentam complexa poliploidia e genomas aneupldides, acarretando
dificuldade de interpretacdo para a genética classica, a genética molecular e os estudos de
melhoramento genético, uma vez que as informagdes de estrutura e organizacdo do genoma
téem sido especulativas. Recentemente, estudos moleculares na cana-de-acticar e em
espécies relacionadas, como milho, arroz e sorgo, t€ém fornecido novos dados que podem

ser uteis para o melhor entendimento da genética da cana-de-agticar e seus progenitores.

2.3.2 Estrutura genéomica

A cana-de-acticar possui um genoma de grande tamanho e complexidade,
principalmente devido ao alto nivel de poliploidia. O tamanho do genoma monopléide da
cana-de-acucar € sensivelmente equivalente ao do sorgo e duas vezes maior que o do arroz.
O genoma monopldéide da S. officinarum compreende 930Mpb e da S. spontaneum 750Mpb
(D’Hont e Glaszmann 2001). No genoma dos cultivares modernos de cana-de-aguicar cada
cromossomo de base € potencialmente presente em dez a doze exemplares homdlogos. Por
conseguinte, o tamanho total do genoma de cultivares de cana-de-aguicar € maior que o do
milho, 5500Mpb (2n = 20), sorgo, 1600Mpb (2n = 20), ou arroz, 860Mpb (2n = 24),

refletindo a alta poliploidia dos cultivares de cana-de-acticar (D’Hont e Glaszmann 2001).
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Hibridizacdo genomica in situ (GISH) mostrou que 15 a 25% do genoma de
cultivares modernos sdo derivados de S. spontaneum (D’Hont et al 1996; Piperidis e
D’Hont 2001) e juntamente com mapeamento genético (Grivet et al 1996; Hoarau et al
2001) demonstraram a ocorréncia de recombinacdes entre cromossomos dos dois parentais.
Por exemplo, o cultivar R570 € constituido de 80% de cromossomos provenientes de S.
officinarum, de 10% de cromossomos herdados de S. spontaneum e 10% de cromossomos
derivados de recombinagdes entre cromossomos das duas espécies ancestrais (D’Hont et al.
1996).

O nimero bdsico de cromossomos no género Saccharum ja foi estudado por
diversos autores que chegaram a conclusdes divergentes. Varios nimeros — 35, 6, 8, 10 e 12
- foram propostos, porém os nimeros mais provaveis sdo 8 e 10 (Nishiyama 1956; Bremer
1961a, Sreenivasan et al. 1987). Hibridizacdo fluorescente in situ (FISH) e genes rDNA
indicaram que os 80 cromossomos de S. officinarum se encontram organizados em 8 cOpias
homodlogas, de um conjunto bdsico de 10 cromossomos diferentes (2n = 10x = 80),
enquanto que os 40 a 128 cromossomos de S. spontaneum estdo organizados em 5 a 12
cOpias homodlogas, com conjunto bédsico de 8 cromossomos diferentes (2n = 8x = 40-128)
(D’Hont et al 1998; Ha et al 1999). A diferenca no nimero basico de cromossomos implica
que diferencas estruturais separam os dois genomas. Como conseqiiéncia, duas
organizagdes cromossOmicas distintas coexistem nos cultivares modernos de cana-de-
acucar. De fato, tal organizacdo é particularmente intricada: (1) o nimero cromossdmico
basico de tais hibridos € provavelmente maior que 10 e a propor¢do de regides duplicadas
em seus genomas monopldides é potencialmente maior que nas espécies ancestrais; (2) a
freqiiéncia de cromossomos ndo pareados em muitos grupos de homologia, devido a

aneuploidia, implica a perda de alguns cromossomos em cada geracdo, o que pode resultar
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em uma gradual eros@do do nimero de cromossomos apds uma série de cruzamentos

recorrentes (Butterfield er al 2001).

S. officinarum S. spontaneum

X

2n = 80 2n=112
(F1)
2n =2 x40 n=>56
S. officinarum X Hibridos interespecificos 56 (41%)*
2n = 80 2n =136 =80+ 56

(RCD)
2n=2x40 n =68

S. officinarum

2n =280 2 Hibridos interespecificos 28 (19%*

2n =148 =80 + 68

(RC2)
n=40 n="74

Primeiras variedades modernas
2n =100 - 130

14 (12%)*

Figura 1 Transmissdo dos cromossomos durante o processo de nobilizacdo que gerou as
variedades modernas de cana-de-agicar. S. officinarum, parental feminino, e S.
spontaneum, parental masculino. *Numero e porcentagem estimada de cromossomos de S.
spontaneum nos hibridos interespecificos. (F1): primeira nobiliza¢do; (RC1): segunda
nobilizac¢do; (RC2): terceira nobilizagao.
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2.4 Diversidade genética no género Saccharum

Devido ao pequeno nimero de clones das espécies de Saccharum empregados nos
primeiros cruzamentos, a base genética das variedades hibridas modernas apresenta-se
estreita e esta pode ser a razdo do lento progresso dos programas de melhoramento em
cana-de-agucar (D’Hont ef al. 1995). O entendimento e manuten¢do da variagdo natural
presente dentro dos cultivares domésticos e selvagens relacionados destas espécies sao
importantes no estabelecimento de um programa eficiente. Devido a predominancia de S.
officinarum no genoma dos cultivares, e da importancia dos caracteres agronomicos
inerentes a esta espécie, € particularmente importante avaliar a diversidade existente dentro
das espécies e a propor¢ao desta diversidade presente nos cultivares modernos.

Virios estudos moleculares foram conduzidos a fim de acessar a diversidade do
germoplasma no género Saccharum. Anélises isoenzimaticas (Glaszmann et al 1989), de
RFLPs utilizando sondas citoplasmaticas heter6logas (D’Hont et al 1993), assim como
rDNA (Glaszmann et al 1990), seqiiéncias nucleares de baixo numero de copias (Burnquist
et al 1992) e SSRs (Cordeiro et al. 2003) foram efetuadas. Os resultados obtidos estavam
de acordo com os esquemas taxondmicos e filogenéticos baseados em dados morfoldgicos,
citologicos e bioquimicos (Daniels e Roach 1987) e revelaram uma variabilidade limitada
dentro de S. officinarum.

Lu e colaboradores (1994a, 1994b), através de analises de RFLP, concluiram que,
dentro dos grupos, a similaridade genética foi minima nas espécies selvagens, proxima da
metade encontrada em S. officinarum. Sendo levemente mais alta em S. robustum que em S.
spontaneum. Observou-se que S. officinarum é tao fortemente diferenciada de S.

spontaneum que dois clones destas espécies apresentardo apenas 1/50 dos seus marcadores
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em comum (Lu et al. 1994a). Logo, as trés espécies S. spontaneum, S. officinarum e S.
robustum sdo claramente distintas, embora as duas ultimas aparecam mais relativamente
proximas. Em suma, a variabilidade genética € mais alta em S. spontaneum, intermedidria
em S. robustum e mais baixa em S. officinarum. As espécies secunddrias S. barberi e S.
sinense combinam os perfis moleculares de S. officinarum e S. spontaneum, o que confirma
suas origens como hibridos naturais entre as duas espécies. As variedades comerciais
também foram localizadas em relacdo as espécies ancestrais, sendo colocadas entre os
gendtipos de S. officinarum e S. spontaneum, porém mais proximas a primeira espécie. Este
resultado ilustra o efeito da nobilizagdo. De fato, Jannoo e colaboradores (1999a)
confirmaram que o essencial da diversidade da espécie S. officinarum € encontrada nos
cultivares modernos, uma vez que apenas 15% dos alelos de S. officinarum nao foram
recuperados nos 109 cultivares estudados.

As andlises de RFLP ainda mostraram que os cultivares modernos de cana-de-
acucar sdo altamente heterozigotos, apresentando vdrios alelos distintos em cada loco.
Visto que o pequeno nimero de divisdes meidticas desde os primeiros cruzamentos que
originaram estes cultivares prové pouca oportunidade de recombinacdo entre os
cromossomos ancestrais (Grivet e Arruda 2001), confirmou-se que uma importante parte
desta diversidade deve-se ao complemento cromossdmico herdado de S. spontaneum (Lu et
al. 1994b; Jannoo et al. 1999a).

Cultivares de cana-de-acticar representativos em varios programas internacionais de
melhoramento foram estudados com marcadores moleculares RFLP, AFLP e SSR, em
diversas investigacdes (Lu er al 1994a; Jannoo et al 1999a; Lima et al 2002). De modo
geral, dendogramas baseados em indices de similaridade mostraram uma fraca estruturacio

entre os cultivares estudados. Estes resultados refletem a alta ploidia dos cultivares, sua alta
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heterozigosidade, que os possibilita guardar individualmente uma grande propor¢cao de
alelos contribuidos pelos parentais dos cruzamentos interespecificos iniciais. Além disto, a
falta de clara estruturacdo entre variedades de diferentes programas de melhoramento (Lu e?
al 1994b) ilustra a tradicdo de larga troca de materiais parentais entre estacdes
experimentais de cana-de-actucar. Esta fraca diferenciacdo €, principalmente, atribuida aos
marcadores especificos de S. spontaneum e ilustra o pequeno nimero de parentais S.

spontaneum empregados na ancestralidade da maioria das variedades modernas.

2.5 Polipléides
2.5.1 Conceitos fundamentais e poliploidia na cana-de-acicar

Indmeras plantas de interesse sdo polipldides, como é o caso da cana-de-agucar.
Uma planta é dita polipléide se dentro de suas células somadticas existir mais de dois
cromossomos dentro de uma mesma classe de homologia (Allard 1960). Se o nimero total
de cromossomos € multiplo do ndmero base de cromossomos, a planta € dita eupldide, caso

contrério ela € dita aneupldide.

Classicamente, os organismos polipldides podem ser divididos em alopolipldides e
autopolipléides com base em sua origem, nas relacdes fenotipicas e na evolucdo. Os
autopolipléides sdo derivados da multiplicacio de um mesmo genoma de base, ou seja, da
multiplicacdo do nuimero bdsico de cromossomos do individuo, enquanto que os
alopolipléides envolvem uma origem ou domesticacdo a partir de hibridacoes
interespecificas ou intergenéricas e, portanto, sdo constituidos por conjuntos de

cromossomos de espécies distintas (Da Silva e Sobral 1996). Entretanto, muitas vezes o
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caminho evolutivo de determinadas espécies ndo € bem definido por auséncia dos dipldides
ancestrais, devido a extincdo dos mesmos ou ao fato destes ndo serem conhecidos e,
também, pode ser que haja auséncia de relacdes filogenéticas que possam determind-los.

No estudo de marcadores mendelianos em polipldides, além do modo de formacdo e
da origem filogenética, deve-se considerar o comportamento dos Cromossomos no
momento da meiose. Trés casos extremos podem ser distinguidos: (1) formacdo de
bivalentes e segregacdo dissdmica, que compreende principalmente os alopolipldides; (2)
formacdo de bivalentes e segregacdo polissdmica, na qual os cromossomos se pareiam ao
acaso dentro de uma classe de homologia, que compreende principalmente os
autopolipldides e eventualmente alguns alopolipldides; (3) e formagdao de multivalentes,
onde os cromossomos homoélogos se pareiam todos juntos dentro de uma mesma classe de
homologia, categoria que concerne principalmente os autopolipléides, mas pode ser
identificado em alguns alopolipldides (Jannoo 1998).

Jackson e Casey (1980) concluiram que o comportamento dos cromossomos durante
0 pareamento cromossOmico representava uma chave para o entendimento da evolugdo dos
polipldides. Assim, baseando-se em fatores que afetam o pareamento cromossdmico,
considera-se que todo alopolipléide tem interacdo dissOmica. Para autopolipldides ¢é
esperada a interag¢do polissdmica, a qual quase ndo € detectada em autogamia, porém é bem
evidente em alogamia, propiciando a heterozigosidade e a heterose (Mac Key 1987; Uhl
1992). Entretanto, novos estudos demonstraram que o comportamento genético em
polipldides parece ser mais complexo, particularmente dentro das gramineas, sugerindo o

desenvolvimento de mecanismos de controle de pareamento de bivalentes (Jackson 1982).
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Como dito acima, a segregacdo dissOmica € caracteristica dos organismos
alopolipldides. De fato, nos organismos alopolipldides, os cromossomos homologos t€ém
tendéncia de se parear preferencialmente entre eles. Para cada genoma, uma vez que hd a
presenca de dois cromossomos por classe de homologia, o comportamento cromossdmico
aproxima-se do observado nos organismos dipldides, nos quais ha uma formacdo quase
exclusiva de bivalentes na meiose € uma segregacdo do tipo dissOmica. Assim, 0s
alopolipldides caracterizam-se por uma heterozigosidade fixa, resultante da combinagdo de
genomas parentais divergentes, formacdo de bivalentes durante a meiose e heranca
dissdmica. Enquanto que, os autopolipléides podem apresentar até formacdo de
multivalentes na meiose e sdo caracterizados por uma heranca polissomica (Stebbins 1950).

A constitui¢do gendmica de muitos polipléides, com alto nivel de ploidia, ainda ndao
¢ completamente entendida. Andlises com metodologias especialmente desenvolvidas para
polipléides promoveram auxilio no entendimento e distingdo entre auto e alopolipldides
(Wu et al. 1992), no entanto muitos mecanismos ainda precisam ser esclarecidos.

Na cana-de-agucar, a poliploidia atinge todas as espécies do género Saccharum, que
ndo apresentam nenhuma espécie diploide aparentada conhecida, sendo as espécies
aneupldides as mais frequentes. A observacdo da progénie de uma autofecundagdo de uma
espécie aneupldide de S. spontaneum (2n=63) gerou uma série de plantas com 2n=50 a 110,
entre as quais foram observadas diferentes formas de aberracdes meidticas e variabilidades
morfoldgicas. Estas observacdes sugerem que as plantas eupldides e aneupldides da espécie
S. spontaneum resultam de cruzamentos naturais e de autofecundagdes (Janaki Amnal
1936; Bremer 1961a). Da Silva et al. (1993a, 1995) e Al Janabi er al. (1993) observaram
que a espécie S. spontaneum (2n=64) comportava-se como um autopolipléide com heranca

polissdmica, apesar de apresentar pareamento de bivalentes na meiose, encontrado na
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caracterizacdo de alopoliploides. Na espécie S. officinarum, Jagathesan et al (1970)
distinguiram trés tipos de clones em fun¢ao de seus comportamentos meidticos: (1) o tipo
eupléide com comportamento meidtico normal e formagao regular de bivalentes; (2) o tipo
aneupldide com uma baixa freqiiéncia de anomalias meidticas; (3) e o tipo de origem
hibrida com um nivel elevado de anomalias meidticas.

Os clones das diferentes espécies do género Saccharum t€m uma meiose geralmente
normal com formacdo de bivalentes (Jagathesan et al. 1970). Entretanto, irregularidades
meidticas, como a formagdo de univalentes ou até algumas multivalentes, sdo observadas e
sdo mais freqiientes na espécie S. spontaneum que na S. officinarum (Sreenivasan 1975;
Sreenivasan e Jagathesan 1975).

As associagdes cromossOmicas das variedades comerciais de cana-de-acgicar sao
regulares com formacdo principalmente de bivalentes e algumas raras univalentes na
metafase 1 (Bremer, 1961a, b, c¢). Todavia, o modo preciso de pareamento dos
cromossomos ainda ndo foi definido, porém as associacdes cromossdmicas entre espécies
existem, pois cromossomos recombinantes foram observados nestas variedades comerciais
(D’Hont et al, 1996; Grivet et al, 1996).

O comportamento do pareamento dos cromossomos em plantas de cana-de-acgicar
também foi investigado através das andlises de repulsdo entre marcadores mapeados. S.
robustum (MOLS5829, 2n=80) apresentou uma alta propor¢do de pareamento preferencial
(50%) nos poucos grupos de co-segregacado ja definidos (Al-Janabi et al, 1994a; Ming et al,
1998). Em S. officinarum, alguns pareamentos preferenciais também foram observados,
enquanto que nenhum pareamento preferencial foi encontrado em S. spontaneum (Al-
Janabi et al, 1994a; Ming et al, 1998). No cultivar R570, Grivet e colaboradores (1996)

observaram uma polissomia com poucos casos de pareamento preferencial. Este resultado
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foi confirmado e estendido por Hoarau er al. (2001), cujos dados também sugeriram a
possibilidade de dissomia local completa. No R570, o pareamento preferencial detectado
concerne os cromossomos do S. officinarum, S. spontaneum, assim como a origem
interespecifica-recombinante.

Diante de todas as informagdes disponiveis na literatura a respeito dos tipos de
formacdo e comportamento dos cromossomos nas plantas de cana-de-agicar, pode-se
observar que muito ainda precisa ser esclarecido, apesar de tantos anos de estudos. A
natureza polipldide destes organismos dificulta o completo entendimento. Com o avango
das técnicas de biotecnologia, espera-se obter mais conhecimento a cerca dos mecanismos
meidticos destas plantas e assim determinar o comportamento dos cromossomos, suas

associagdes e tipos de segregacdo, além de confirmar os dados ja existentes.

2.5.2 Deteccao de polimorfismo em polipldides

Uma vez definida a poliploidia e entendidas as dificuldades de se trabalhar com
estes organismos complexos, pode-se levantar mais uma questdo que torna ainda mais
complicado o estudo com os polipldides, que é a detec¢do de polimorfismo, durante o
estudo de marcadores moleculares co-dominantes, como os microssatélites (SSRs) e os
RFLPs.

Tais marcadores t€ém heranga co-dominante devido a 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 para estudos

genéticos, entre eles, a possibilidade da constru¢do de mapas genéticos.
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Entretanto, quando se trata de organismos polipldides, a complexidade envolvida no
uso de marcadores co-dominantes aumenta. A grande quantidade de fragmentos gerados,
que podem representar os diferentes alelos do mesmo loco nos varios cromossomos

homdlogos envolvidos, ndo permite identificacdo dos gendtipos pelo fendtipo visualizado.

Virios estudos foram realizados para tentar superar tal dificuldade, como a
metodologia proposta por Wu et al. (1992), em que € considerado o pareamento de
bivalentes na meiose. O mapeamento genético é realizado através de fragmentos de
dosagem tunica no genoma, denominados marcadores em dose simples (MDS) ou SDRF
(Single Dose Restriction Fragment) detectados pela segregacdo na proporcao 1:1 (Figura
2a). O padrdao de polimorfismo € representado pela auséncia ou presenca de bandas
individuais. O grande nimero de marcadores leva a uma leitura dos perfis dos individuos
da progénie, comparados aos parentais (Figura 2c). Nesse caso, os marcadores, como 0s
SSRs e RFLPs, perdem a vantagem da co-dominéncia e passam a funcionar como um
marcador dominante. No entanto, no caso de segregacdo 1:1, isso ndo representa nenhuma
desvantagem.

Um MDS € equivalente a um unico alelo em autopolipléides, ou a um alelo no
estado heterozigoto em um genoma dipléide e em alopolipldides. 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 esta presente
em um parental e ausente no outro. Assim, o fenétipo dos marcadores MDS representa o

tipo de gameta de um parental ao invés de apresentar a combinagdo dos gametas de ambos.
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Figura 2 (a) Esquema ilustrando a distribui¢do dos alelos A e a, pertencentes ao mesmo loco, entre
os gametas formados por cada um dos parentais (P1 e P2) e possiveis genétipos observados entre os
descendentes da progénie F1. O alelo A é representado com cdpia tnica entre 0s Cromossomos
homoélogos do parental P1. Assim, haverd a formacdo de dois tipos de gametas: um tipo contendo
este alelo e outro ndo. O alelo A nfo estd presente no parental P2, resultando na formacdo de
gametas sem este alelo em seu gendtipo. Baseando-se no encontro aleatério dos possiveis gametas
originados na meiose, os gametas do parental P2 combinam-se de duas formas diferentes: com um
gameta do parental P1 que contém o alelo A ou com um gameta sem a presenca deste alelo. Desta
forma, espera-se que metade dos individuos formados pela unido desses gametas tenha o alelo A e a
outra metade ndo, seguindo a relacdo esperada para um alelo em dosagem tnica no genoma (1:1).
(b) Neste esquema o alelo A é representado como cdpia Unica entre 0s cromossomos homdlogos
tanto no parental P1 quanto no parental P2. Verificando os possiveis genétipos formados para a
progénie F1 constata-se que o alelo A estard presente na proporcdo de 3:1. Em ambos os casos, o
alelo a estd em dosagens variadas no genoma, possuindo um padrio de segregacdo mais complexo e
de dificil andlise. (¢) Gel de poliacrilamida 6% mostrando um exemplo de segregacdo de
marcadores SSR, em uma populacio de mapeamento de cana-de-agicar. O grande nimero de
marcadores leva a uma leitura dos perfis dos individuos da progénie, comparados aos parentais. Os
marcadores 1 e 2 correspondem aos MDS que segregam na progé€nie na propor¢ao de 1:1, enquanto
que o marcador 3 estd presente em ambos genitores com segregacdo 3:1 na progénie. P1 e P2:
parentais da populacdo de mapeamento; 69-82: amostra dos individuos da progénie F1. (Figura
adaptada de Teixeira 2006).
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Como se trata da genética de polipldides, alternativas de segregagdo sao possiveis
de serem observadas. Por exemplo, observa-se a presenga de um mesmo alelo nos dois
genitores, estando ele ou nao em dosagem semelhante no genoma de cada um dos genitores

(Da Silva et al. 1993a).

Marcadores MDS também podem ser detectados com um comportamento
segregante diferente do qual exposto até o momento. Tal situagdo é encontrada quando um
mesmo alelo estd presente nos dois genitores em dosagem Unica e a segregacdo deles na
progénie F1 obedece a propor¢cdo 3:1 (Da Silva 1993b; Grivet et al. 1996) (Figura 2).

Wu et al. (1992) calcularam que para considerar um marcador como MDS com 95,
98 e 99% de nivel de significancia sao necessarios 54, 75 ou 92 individuos constituindo a
familia a ser estudada. Tanto para auto como para alopolipldides, a detec¢do de ligacdao em
fase de acoplamento de MDSs é uma fun¢do da fracdo de individuos recombinantes em
uma populacdo. Esses marcadores permitem a identificacdo de alelos em uma populacdo

relativamente pequena.

2.6 Marcadores moleculares

Microssatélites (SSRs) e ESTs como marcadores genéticos

Os marcadores moleculares sdo uma ferramenta valiosa no estudo de genomas
complexos como o da cana-de-acucar (Daugrois et al 1996). A incorporagdo destes na
selecdo de caracteristicas econdmicas durante os primeiros estigios de melhoramento,
assim como, na escolha de melhores parentais em um cruzamento, pode reduzir

significativamente o tempo de desenvolvimento de novas variedades. Estes objetivos
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podem ser alcancados com sucesso com a disponibilidade de marcadores polimoérficos
robustos que co-segregam com caracteristicas agricolas economicamente importantes.

Um importante progresso no conhecimento da estrutura genomica e na genética dos
cultivares modernos de cana-de-agicar tem sido alcancado nas ultimas décadas gracas ao
emprego de marcadores moleculares. As informagdes coletadas sobre a diversidade entre
cultivares (Lu et al 1994a; Jannoo et al 1999a; Lima et al., 2002), espécies parentais
(Glaszmann et al 1990; Burnquist et al 1992; D’Hont et al 1993; Lu et al 1994b; Jannoo et
al 1999a; Nair et al 1999) e outros géneros do complexo Saccharum (Al-Janabi et al
1994b; Besse et al 1996, 1997; Alix et al 1998, 1999) ajudam os melhoristas a refinarem as
estratégias gerais para a exploracdo dos germoplasmas existentes. Os marcadores podem
ser também utilizados para identificar os cultivares, para controlar a progénie e monitorar
introgressdo (D’Hont et al 1995; Harvey et al 1998; Cordeiro et al 2000; Piperidis et al
2001). No entanto, muito deve ser feito antes que a selecdo assistida de marcadores para
caracteristicas agrondmicas quantitativas possa ser aplicada.

A selecdo assistida por marcadores (SAM) fundamenta-se no conceito de que é
possivel inferir a presenca de um gene a partir de um marcador fortemente ligado a este.
Quando o marcador se encontra muito longe da regido de interesse, a possibilidade de
ambos serem transmitidos aos individuos da progénie é reduzida devido aos eventos de
recombinacdo. Sendo assim, a existéncia de uma forte ligacdo entre a caracteristica de
interesse € o marcador € pré-requisito neste tipo de selecdo (Kumar et al. 1999). A
constru¢do de um mapa de QTL’s (Quantitative Trait Loci) requer a elaboracao preliminar
de um mapa de locos marcadores, o qual fornece a estrutura fisica para a alocagcdao dos

QTL’s (Bearzoti 2000).
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Os microssatélites ou SSRs (Simple Sequence Repeat) tornaram-se amplamente
empregados nos estudos de marcadores de plantas. Estes marcadores, convencionalmente,
sdo repeticdes em tandem de pequenas seqiiéncias de nucleotideos contendo uma a seis
bases de comprimento. A variacdo no nimero de repeticoes resulta em locos polimoérficos
que sdo extremamente tuteis, principalmente, em estudos de mapeamento. O polimorfismo
dos marcadores SSRs é revelado pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) através da
amplificacio do DNA gendmico total utilizando dois primers unicos compostos de
seqiiéncias curtas de nucleotideos que flanqueiam e, portanto, definem o loco SSR. Estes
marcadores sdo geralmente utilizados para mapeamento genético, fingerprinting, estudos
populacionais e evolutivos, tanto para plantas como para animais (Bell e Ecker 1994; Yang
et al. 1994; Senior et al. 1996; Russel et al. 1997; Petren et al. 1999).

O valor dos SSRs, como marcadores, € atribuido a sua natureza multialélica,
herangca codominante e transferibilidade entre espécies (Griffiths er al. 2002; Decroocq et
al. 2003; Eujayl et al. 2004), facilidade de deteccdo pela PCR, abundancia relativa e
cobertura extensiva do genoma (Li ef al. 2002) e necessidade de quantidades pequenas de
DNA para dar inicio as reacdes (Powell er al. 1996). Os SSRs exibem também altas taxas
de mutacgdo (Vigoroux et al. 2002) e associacdo preferencial com regides ndo-repetitivas do
genoma (Morgante et al. 2002). Evidéncias substanciais sugerem que o tipo de motivo,
comprimento e mutacido dependem da localizacdo dos SSRs (Morgante et al. 2002).

A habilidade dos SSRs em revelar alta diversidade alélica € particularmente
proveitosa na discriminacao entre os genotipos. O sucesso do uso deste marcador em outras
espécies, como, cevada (Saghai et al. 1994; Russel et al. 1997), arroz (Wu e Tanksley

1993), trigo (Roder et al. 1995), maca (Szewc-McFadden et al. 1996) e abacate (Lavi et al.
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1994), estimularam a aplicagdo desta técnica para espécies mais geneticamente complexas,
como a cana-de-actucar (Cordeiro et al. 2000).

Andlises prévias de todos os possiveis motivos de SSRs, em bancos contendo
seqiiéncias de plantas, revelaram freqiiéncias variando a cada 29kb a 50kb, dependendo da
espécie (Lagergrantz et al. 1993; Morgante e Olivieri 1993). A frequéncia de SSRs em
plantas foi avaliada também por hibridizacdo de primers, sugerindo uma variacdo de um
SSR a cada 65kb a 80kb (Panaud et al. 1996; Eght e Maymarquardt 1997).

Os métodos convencionais de desenvolvimento de SSRs baseiam-se no isolamento e
sequenciamento de clones contendo possiveis motivos SSRs, seguidos de desenho de
primers para as regides flanqueadoras dos motivos. Buscando a reducdo do custo e do
tempo gasto, foram desenvolvidos processos de clonagem para criacdo de bibliotecas
enriquecidas com SSRs (Edwards et al. 1996), no entanto, o desenvolvimento de
marcadores SSR gendmicos permaneceu ainda laborioso. A busca de SSRs em sequéncias
expressas depositadas em bancos de dados publicos é uma estratégia alternativa, mais
simples, rdpida e econdmica, no desenvolvimento dos SSRs.

A anélise de ESTs (Expressed Sequence Tags) é uma estratégia simples para o
estudo da por¢cdo expressa do genoma, mesmo em organismos com genomas grandes,
complexos e altamente redundantes, como a cana-de-acuicar. A estratégia bdsica para a
obtencdo de EST constitui um método rdpido e eficiente de amostragem do genoma para
seqliencias ativas de genes. O EST ou etiqueta de seqiiéncia expressa representa uma
seqiiéncia parcial do cDNA de um gene que foi expresso em um tecido, num determinado
momento (Sterky e Lundeberg 2000). Estudos da distribui¢do dos SSRs nos ESTs (EST-
SSRs) foram realizados tanto em genomas eucariotos (Cardle et al. 2000; Kantety et al.

2002) quanto em procariotos (Gur-Arie et al. 2000).
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Existem indmeras vantagens na utilizacdo de sequéncias expressas como
marcadores genéticos, em relacdo a seqiiéncias anonimas de DNA: (1) se o marcador EST
estiver geneticamente associado a uma caracteristica de interesse, é provavel que o mesmo
afete diretamente a caracteristica (Cato et al. 2001; Chen et al. 2001; Thiel et al. 2003).
Desta forma os marcadores derivados dos ESTs oferecem oportunidades para descoberta de
genes; (2) os marcadores EST sdo provavelmente mais altamente conservados, logo, mais
transferiveis entre espécies que sequéncias derivadas de marcadores anonimos (Cordeiro et
al. 2001; Taylor et al. 2001; Decroocq et al. 2003). Como os marcadores derivados de
ESTs encontram-se em regides transcritas do genoma, os sitios de primers sao mais
conservados, tornando-os mais transferiveis entre espécies e aumentando seu valor em
programas de melhoramento (Fraser et al. 2004); (3) os ESTs que apresentam homologia
com genes candidatos podem ser utilizados de forma especifica para o mapeamento
genético e sdo uteis no alinhamento de genomas entre espécies relacionadas para andlise
comparativa (Holton ef al. 2002). Além disso, os microssatélites derivados de EST (EST-
SSR) ocorrem em alta frequéncia no genoma (Kantety er al. 2002), sendo a frequéncia
estimada maior nas sequéncias codificadoras que nas regides nao codificadoras (Temnykh
et al. 2001; Morgante et al. 2002),

No entanto, como marcadores genéticos, os EST-SSRs tém sido avaliados em varios
estudos e tendem a ser consideravelmente menos polimoérficos que os marcadores gerados a
partir de sequéncias gendmicas para arroz (Cho et al. 2000), cana-de-aguicar (Cordeiro et al.
2001) , trigo (Eujayl et al. 2002), cevada (Thiel et al. 2003).

Uma vez que os EST-SSRs amostram diretamente a variacdo nas regides transcritas
do genoma, podem prover estimativa da diversidade funcional. A instabilidade no nimero

de repeticdes de SSRs implicaram na heranca e severidade de algumas doengas humanas
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(Brook et al. 1992; Vincent et al. 2000). A variacdo similar no nimero de repeticdes em
plantas pode indicar variacdo em caracteristicas vegetativas e de frutos, aumentando seus
valores na selecdo assistida por marcadores (Frase et al. 2004).

A ocorréncia de SSRs em sequéncias EST tem sido reportada em diversas espécies
de planta, incluindo arroz (Sasaki et al. 1994; Yamamoto e Sasaki 1997; Cho et al. 2000),
uva (Scott et al. 2000), cevada (Holton et al. 2002; Thiel et al. 2003), milho (Wang et al.
1998; Sharapova et al. 2002), trigo (Eujayl et al. 2002; Kantety et al. 2002; Gupta et al.
2003; Gao et al. 2004; Nicot et al. 2004; Yu et al. 2004), algoddo (Saha et al. 2003;
Qureshi ef al. 2004; Han et al. 2006) e laranja (Chen et al. 2006). A geracdao dos EST-SSRs
tornou-se um atrativo complemento para as cole¢des existentes de SSRs.

Em cana-de-actcar, a andlise de 8.678 seqiiéncias ESTs revelou aproximadamente
250 SSRs, a maioria composta por repeti¢des perfeitas de trinucleotideos sendo os motivos
(CCG)n, (CGT)n e (CCT)n os mais comuns (Cordeiro et al., 2001). Todos os EST-SSRs
selecionados foram polimérficos nos géneros correlatos Sorgo e Erianthus. O menor valor,
para o conteudo de informacdo de polimorfismo (PIC), foi obtido entre as variedades de
cana-de-acucar (0,23), aumentando entre as espécies S. officinarum e S. spontaneum (0,62)
e, alcancando o maior valor (0,80) entre os géneros Sorgo e Erianthus. Em virtude da base
genética estreita das variedades de cana-de-agucar, a utilizacdo de EST-SSR pode auxiliar
na caracterizagdo da variabilidade genética disponivel nas cole¢des de germoplasmas de
géneros correlatos utilizados em programas de introgressdo. Desta forma, a limitacdo da
introgressdo do genoma Erianthus em cana-de-agicar (Saccharum) pode ser superada pela
utilizacdo de EST-SSR na identificacdo da por¢do do genoma Erianthus nos hibridos

intergenéricos (Cordeiro et al. 2001).
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A aplicacio dos ESTs mostrou-se um meio eficiente e bem sucedido de
identificacdo de genes em cana-de-acuicar. Um estudo realizado por Carson e Botha (2000)
revelou que de todos os clones de cDNA da bainha foliar, identificados na busca de
homologia, 38% apresentaram similaridade significativa com seqii€éncias de genes
conhecidos. Este valor pode ser comparado ao observado na andlise de bibliotecas de
cDNA do endosperma e semente de milho (39.3%, Shen et al. 1994), sendo ainda melhor
que os resultados obtidos utilizando bibliotecas de cDNA das folhas de milho (20%, Keith
et al. 1993), tecidos de diferentes estidgios de crescimento em arroz (25%, Yamamoto e
Sasaki 1997) e porcdes de RNA de sementes estioladas, raiz, folhas e inflorescéncias de
Arabidopsis (32%, Newman et al. 1994).

Virias razdes tém sido apresentadas para os diversos resultados obtidos entre os
diferentes projetos EST. Por exemplo, Van de Loo e colaboradores (1995) indicaram
valores de identificacdo mais altos quando o tecido utilizado na constru¢do da biblioteca de
cDNA era especializado em processos envolvendo classes de proteinas bem caracterizadas.
Em adicdo, mostrou-se que o sequenciamento da extremidade 5°, em vez da extremidade
3’, ¢ mais informativo, e conseqlientemente a utilizacio de bibliotecas de clones
direcionados fornecerd resultados mais significantes (Shen et al. 1994).

Projetos visando o sequenciamento de seqii€éncias expressas t€ém sido desenvolvidos
para diferentes espécies, com o intuito de fornecer informagdes bdsicas para o melhor
entendimento da biologia das espécies e aprimoramento de programas de melhoramento,
identificando uma grande colecdo de novos genes candidatos. O ndmero de sequéncias
expressas depositadas no GenBank para trigo, milho, arroz e soja corresponde,
respectivamente, a 416.000, 197.000, 113.000 e 308.000 sequéncias. Para cana-de-acucar,

projetos foram iniciados na Africa do Sul (Carson e Botha 2000), na Australia (Casu er al.
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2001) e no Brasil (http://sucest.lad.ic.unicamp.br/en). Na Austrdlia, o projeto estd focado

principalmente no mapeamento genético e na aplicacdo de marcadores genéticos no
melhoramento genético da cana-de-agicar, enquanto que a Africa do Sul estd conduzindo
um projeto pequeno (<500 ESTs). Uma busca mais recente de ESTs derivados do
meristema apical, das folhas e colmos de cana-de-acucar apds a inducao de floracdo (Ma et
al. 2004) representam uma fonte adicional de ESTs, resultando numa combinacdo mundial
total de 255.135 ESTs derivados de cana-de-acucar (Casu et al. 2005).

As informagdes geradas nestes projetos tém sido utilizadas no mapeamento
comparativo da familia das Gramineas, empregando-se marcadores comuns que hibridizam
com cana-de-agucar, arroz, milho, trigo hexapldide, cevada e sorgo. No entanto, a
informacdo molecular desenvolvida até o momento para a cana-de-agicar ¢ minima
comparada com a informagdo necessdria para identificacio e caracterizacdo de locos que
codificam caracteristicas de importancia agrondmica.

O SUCEST (Brazilian Sugarcane EST Project), do programa Genoma da FAPESP,
corresponde ao mais completo banco de dados de ESTs de cana-de-actcar. Cerca de 200
pesquisadores de diversas universidades e centros de pesquisas do estado de Sdo Paulo e
outros lugares do Brasil contribuiram na construcdo deste banco de dados. Objetivando a
obtencdo de uma exaustiva visdo do transcriptoma da cana-de-aguicar, 26 bibliotecas de
cDNA foram construidas a partir de varios 6rgaos e tecidos de pelos menos 12 cultivares,
em diferentes estdgios de desenvolvimento. Destas bibliotecas, um total de 237.954
sequéncias ESTs foram obtidas, agrupadas em 43.141 provéaveis transcritos tnicos de cana-
de-acuicar. Baseados na estimativa de redundancia interna, concluiu-se que a colecdo destes

transcritos, possivelmente, indica cerca de 33.000 genes de cana-de-acucar (Grivet et al.
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2001; Grivet et al. 2003; Vettore et al. 2003). A anotacao funcional destes produtos baseou-
se na similaridade com sequéncias conhecidas do GenBank (Vettore et al. 2003).

Este banco representa uma 6tima fonte de marcadores candidatos (Camargo 2000),
que podem representar genes de importancia econdmica, em especial, aqueles relacionados
ao metabolismo de sacarose, a resisténcia a pragas e doengas e a tolerancia a condicoes
adversas de clima e de solo (FAPESP 2001), podendo ser diretamente utilizados em
programas de mapeamento genético. Uma vez mapeados estes marcadores podem ser
avaliados para associacdo com as caracteristicas de importancia agrondmica, bem como
empregados na selecdo assistida por marcadores, ji& que podem ser os genes responsaveis

pela caracteristica.

2.7 Mapeamento Genético

2.7.1 Principios do mapeamento genético

A grande disponibilidade de marcadores moleculares, altamente polimdrficos, aliada
a procedimentos estatisticos complexos, tem permitido a construcdo de mapas genéticos
para a maioria das espécies vegetais de interesse agrondmico, até mesmo para aquelas de
longo ciclo de vida, como as florestais e as frutiferas (Carneiro e Vieira 2002).

O mapeamento genético consiste em determinar a posicdo relativa de marcadores
moleculares no genoma e visa igualmente determinar a distdncia genética entre dois
marcadores consecutivos. O objetivo principal de um trabalho de mapeamento € ordenar o

genoma, de maneira regular, visando a localizacdo de genes de interesse e a identificacdo
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de marcadores fortemente ligados a estes genes. Estando o genoma coberto, torna-se
possivel a localizagdo precisa de um gene que codifica determinada caracteristica.

Os principais passos para construcdo de um mapa genético sao: (1) Produgdo de
uma populacdo segregante, sendo BC (backcross), F2, hapléides duplos, linhagens
recombinantes (DH ou SSD) e cruzamentos entre plantas heterozigotas, os principais tipos
de populacdo utilizados. (2) Andlise dos marcadores moleculares a fim de escolher os que
sdo polimérficos entre os parentais da populacdo de mapeamento. (3) Determinacdo dos
alelos presentes em cada loco na progénie. (4) Constru¢do dos grupos de ligacdo. (5)
Ordenacgao dos marcadores dentro de cada grupo de ligacdo. (6) Computagdo das distancias
genéticas entre os marcadores. Os marcadores ideais para um trabalho de mapeamento
genético apresentam como caracteristicas, heranca co-dominante, alto nivel de
polimorfismo, grande quantidade e sitio tinico no genoma com perfil e posicdo conhecidos.

Os marcadores empregados na constru¢cdo dos mapas podem ser escolhidos com
base em testes estatisticos da segregacdao dos alelos na populagdo de mapeamento,
comumente usando a estatistica de Qui-quadrado ().

O nivel de significancia empregado na estatistica Qui-quadrado € a probabilidade de
se cometer um erro Tipo I, ou seja, a probabilidade de se rejeitar uma hipdtese nula
verdadeira. O nivel de significancia considerado para a realizacdo dos testes é escolhido
pelo pesquisador, sendo os valores mais comuns 5% e 1%. Isso implica na ocorréncia de

multiplos testes, o que leva a um nivel de significancia conjunto ou gendmico (a*) do

teste, o qual se apresenta crescente a medida que aumenta o nimero de testes realizados,

como pode ser observado na equagdo abaixo (Liu 1998):
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a*=1-(1-a)', em que:

o* = nivel de significancia conjunto (ou gendmico);
a = nivel de significancia para cada teste (individual);
t = nimero de testes realizados (ou nimero de marcadores, no caso).

Assim, quando fixamos 5% para cada teste (o =0,05) e realizamos, por exemplo,
100 testes (r =100), o nivel de significancia conjunto passa a ser a*=0,994079, ou seja,
certamente seriam detectados intimeros falsos positivos.

Uma alternativa para contornar tal problema é a utilizacdo da correcdo de
Bonferroni (Rice 1989). Esta correcdo consiste em determinar o valor do nivel de
significancia individual (o) que proporcionard o nivel de significincia conjunto (a*) e,
assim, contornar os problemas resultantes da realizacdo de multiplos testes. A formula
empregada no calculo da correcdo € apresentada a seguir, sendo os termos desta 0os mesmos

J4 apresentados:

Tais andlises estatisticas permitem a eliminacdo dos marcadores distorcidos do
estudo de mapeamento, ou seja, descarte dos marcadores que ndo seguem as segregacoes
esperadas na populacdo de mapeamento. Assim, quando dispomos de varios marcadores em
segregacdo em uma populacdo, a primeira etapa consiste em testar a eventual ligacdao
existente entre eles, seja através do teste de aderéncia de x°, seja através do LOD score

(Mather 1957; Morton 1955), segundo uma anélise de dois pontos. Esta etapa permite a
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constru¢ao dos grupos de ligacdo. A ordem dos marcadores dentro de cada grupo €
determinada em seguida através de uma anélise de multiponto que se baseia geralmente no
método de maxima verossimilhanca. Estas andlises e a constru¢ao final do mapa podem ser
realizadas com o auxilio de programas especializados, como Mapmaker (Lander et al 1987)
e JoinMap (Stam 1993).

Considerando a teoria da ligacao genética, os mapas genéticos podem ser elaborados
considerando-se a probabilidade de ocorréncia de diferentes classes genotipicas, ou seja,
utilizando a frequéncia de recombinacdo existente entre dois locos.

A frequéncia de recombinac¢do traduz o nimero de crossing-over produzidos entre
os dois marcadores durante a meiose. A relacdo entre a frequéncia de recombinagdo
(distancia genética) e o nimero de nucleotideos separando dois marcadores (distancia
fisica) ndo € universal, podendo variar de um organismo para o outro. Pode igualmente
variar de um lugar para o outro do genoma de um mesmo organismo, como encontrado, por
exemplo, para o tomate (Ganal et al 1989), o arroz (Gustafson e Dillé 1992), o trigo (Chao
et al 1989) e para o milho (Dooner et al 1986).

A frequéncia de recombinacdo € traduzida em distancia genética, cuja unidade de
medida € centiMorgan (cM). Esta conversao permite a andlise dos eventos de recombinagao
entre os marcadores, além de dispor de uma medida aditiva da distancia. Existem vdrias
funcdes de mapeamento, que transformam a frequéncia de recombinacdo em distancia
genética e determinam de diferentes maneiras a ocorréncia real de crossing-over em fungao
da frequéncia de recombinacdo observada, levando ou nao em consideracdo a interferéncia
(interacdo entre crossing-over). As mais utilizadas sdo as fun¢des de Haldane (1919), que
assume ndo haver interferéncia, e de Kosambi (1944), que assume haver interferéncia entre

os crossing-over adjacentes.

40




Revisdo Bibliogrdfica

Em um mapa genético os cromossomos sao representados por grupos de ligagao,
sob os quais sdo dispostos os marcadores moleculares, cujas distancias sdo expressas em
frequéncia de recombina¢do. Em polipldides, os grupos de marcadores correspondentes aos
cromossomos sdo denominados grupos de co-segregacdo, enquanto que o termo grupo de
homologia designa o conjunto de grupos de co-segregacao de uma classe de homologia.

O ndmero de marcadores necessarios para constru¢ao de um mapa genético depende
do tamanho do genoma, do nimero de cromossomos e da frequéncia de recombinagdo
genética. Um mapa pode ser considerado completo quando o nimero de grupos de ligacdo
obtido pela andlise dos marcadores for igual ao nimero de cromossomos do organismo e,
também, quando todos os marcadores mapeados estiverem ligados, indicando que todas as

regides do genoma estdo representadas (Guimaraes e Moreira 1999a).

2.7.2 Mapeamento genético em cana-de-ac¢icar

Em alto polipléides, como a cana-de-aciicar, 0 mapeamento genético é muito mais
complexo que em espécies dipldides. A constru¢do de mapas genéticos, em polipldides, é
viabilizada pela anélise de segregacdo de marcadores em dose simples (MDS), proposta por
Wu et al. (1992). Neste método, a segregacdo de cada marcador € analisada na progénie
com base em sua presenga e auséncia. O marcador representado por dose simples estarad
presente em um genitor e ausente no outro, segregando na progénie na proporcao de 1:1.
Quando a poliploidia € alta e o pareamento € polisdmico ou irregular, os alelos que estao

presentes como simples copia sdo muito mais informativos para a construcdo de mapas
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genéticos que os demais. Logo, uma populacdo ideal de mapeamento ird apresentar um
grande numero de MDS.

A relacdo entre marcadores e alelos, para polipldides, foi claramente exemplificada
por Burnquist (1991) em cana-de-agicar. Em seu exemplo hipotético do padrao de bandas
de RFLP obtido entre o cruzamento de dois genitores polipldides, a presenca de um alelo
em cdpia Unica em um genitor e ausente no outro, fornece na progénie uma segregacao na
propor¢ao de 1:1. A presenca de um alelo em cépia tinica, em ambos genitores, proporciona
uma segregacao na progénie de 3:1.

Dado o objetivo de compreender a genética das espécies estudadas de cana-de-
acucar, afim de melhor gerar os programas de melhoramento, diversos estudos de
mapeamento foram desenvolvidos. H4 alguns anos, vdrias equipes vém tentando
estabelecer o mapa genético da cana-de-actcar, apesar da sua complexidade ligada a alta
poliploidia. Com o auxilio de marcadores moleculares, mapas genéticos parciais foram
produzidos para S. spontaneum (Al-Janabi et al 1993; Da Silva et al 1993a; Ming et al
1998, 2002a), S. officinarum (Al-Janabi et al 1993; Mudge et al 1996; Guimaraes et al
1999b; Ming et al 1998) e para cultivares modernos (D’Hont et al 1994; Grivet et al 1996;
Hoarau et al 2001; Aitken et al. 2005; Reffay et al. 2005; Raboin et al.2006; Garcia et al.
2006).

O primeiro mapa desenvolvido no género Saccharum explorou o genoma de um
clone duplo hapléide de S. spontaneum (SES208, 2n = 64) (Da Silva et al 1995). Este mapa
apresentou 424 marcadores MDS combinando marcadores RFLP (Da Silva et al 1993a) e
marcadores RAPD (Al-Janabi et al 1993). O mapa genético apresentado por Al-Janabi e
colaboradores (1993) foi o primeiro a ser construido diretamente a partir da andlise do

genoma de uma espécie polipléide complexa, uma vez que até aquele momento 0s mapas
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genéticos de espécies polipldides eram construidos através da andlise de cruzamentos
envolvendo espécies dipldides relacionadas.

Mapeamento com clones cultivados foi iniciado com a progénie proveniente de
autofecundagdes do cultivar SP70-1006 (D’Hont et al 1994) e mais tarde desenvolvido com
o cultivar R570 (Grivet et al 1996) usando sondas de milho e de cana-de-agucar,
permitindo o alocamento de 408 marcadores em 96 grupos de co-segregacdo, cobrindo
2008cM do genoma. Este primeiro mapa para o cultivar R570 foi posteriormente
completado com 600 marcadores RFLP derivados de diferentes sondas de Poaceae
(Gramineas) (Dufour et al 1997). Além disto, foi desenvolvido, para este mesmo cultivar,
um mapa composto por 939 marcadores AFLP dos quais 887 estavam distribuidos em 120
grupos de co-segregacdo (Hoarau et al 2001). Este dltimo mapa cobre 5849cM, o que
representa um terco do comprimento total do genoma da cana-de-acucar.

Rossi e colaboradores (2003) identificaram 88 genes andlogos de resisténcia
(RGAs) no banco de dados do SUCEST, com base em sua homologia tipica para genes de
resisténcia, incluindo 3 dos maiores grupos de genes de resisténcia com dominios
NBS/LRR, LRR e S/T Kinase. Cingiienta RGAs foram utilizados como sondas gerando um
total de 148 marcadores do tipo RFLP em dose tnica, os quais foram integrados ao mapa
genético do cultivar R570 (Hoarau et al. 2001). Até o momento, este ¢ o mapa mais
completo de um cultivar de cana-de-agucar, apresentando 128 grupos de co-segregacao,
reunidos em 7 grupos de homologia e com comprimento de 7800cM. Porém vale
acrescentar que este mapa ndo se encontra saturado, se compararmos com o tamanho total
do genoma deste cultivar, estimado em 17000cM.

Cruzamentos interespecificos envolvendo S. officinarum e S. spontaneum também

foram explorados, gerando dois mapas de S. officinarum (Green German, 2n=97-117;
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Muntok Java, 2n=140) e dois mapas de S. spontaneum (IND81-146, 2n=52-56; PIN84-1,
2n=96) com 418, 355, 385 e 297 marcadores RFLPs em simples dose, respectivamente.
Duzentos e setenta, 206, 248 e 182 destes marcadores foram alocados em 72 grupos de co-
segregacdo para ambos S. officinarum e 69 grupos de co-segregacdo para ambos S.
spontaneum e cobriram, respectivamente, 2304, 1443, 2063 e 1103cM (Ming et al 1998).

Marcadores dos tipos RAPD, RFLP e AFLP também foram utilizados na constru¢ao
de um mapa genético entre S. officinarum ‘LA Purple’ e S. robustum ‘Mol 5829°. Os 642
marcadores moleculares, em dose simples, foram mapeados em ambas espécies gerando 74
grupos de co-segregacdao em ‘LA Purple’ e 65 em ‘Mol 5829’ (Guimaraes 1999).

No dltimo ano, trés novos mapas genéticos foram construidos para cana-de-agucar.
Com base em uma progénie F1, derivada do cruzamento entre a variedade Australiana
Q165 e o clone 1J76-514 (S. officinarum), 915 MDS foram mapeadas em 116 grupos de co-
segregacdo, resultando em um mapa de 9058.3cM, contendo 8 grupos de homologia
(Aitken et al. 2005). Este mapa € 1213cM mais longo que o mapa do cultivar R570, no
entanto, apresenta menos marcadores, sendo o mapa do cultivar R570 ainda o mais
completo. Uma comparacdo feita entre os dois mapas sugere que mapas genéticos de
diferentes cultivares revelardo diferentes arranjos cromossdmicos.

Reffay e colaboradores (2005) buscando um melhor entendimento da contribuicdo
genética do clone Mandalay (S. spontaneum) nas variedades Australianas e nos parentais
elites das populagcdes de mapeamento, desenvolveram um mapa genético, a partir de 400
MDS. Estes foram agrupados em 101 grupos de co-segregagdo, originando um mapa com
3582cM de comprimento, apenas 20% saturado. Embora longe de estar saturado, este mapa

possibilitou a identificacdo de regides gendmicas especificas de Mandalay em clones
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parentais, de marcadores especificos de Mandalay e de QTL’s com efeitos positivos e
negativos em caracteristicas importantes ao melhoramento.

O mais recente mapa genético de cana-de-acucar foi desenvolvido para uma
populacdo derivada do cruzamento entre dois cultivares pré-comerciais, sendo o primeiro
mapa baseado neste tipo de populacio (Garcia et al. 2006). Tal mapa possui 357 MDS, dos
tipos AFLP, SSR e RFLP, alocados em 131 grupos de co-segregacdo, com comprimento
total de 2602.4cM. Este mapa foi construido a partir de uma nova metodologia que
possibilita a integracdo dos marcadores de ambos parentais em um Unico mapa, diferindo
de todos os trabalhos publicados até o0 momento.

Desenvolver um mapa genético saturado de cana-de-agicar requer muito mais
trabalho que para dipléide. Para um determinado nivel de diversidade molecular, o esfor¢o
para distinguir simultaneamente dez ou mais hapléides € muito maior que o necessario para
distinguir apenas dois. Até o momento nenhum dos mapas genéticos publicados para cana-
de-acucar foi saturado. Estima-se que ndo mais de um ter¢co do genoma estd marcado,
mesmo no mais refinado mapa (Rossi et al 2003). Para os mapas dos cultivares atuais, a
cobertura dos marcadores é desigual, com os cromossomos de S. spontaneum sendo mais
densamente cobertos que os cromossomos de S. officinarum. Novos modelos tedricos t€ém
sido propostos a fim de obter-se maior precisdao e compreensdo das informacdes origindrias
dos experimentos em polipléides complexos (Qu et al 2001). Estes esforcos devem ser
encorajados em vista da grande dificuldade de gerarmos dados completos (Grivet e Arruda

2001).
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2.7.2.1 Mapeamento comparativo em cana-de-acicar

A histéria evolutiva das gramineas estd bem estabelecida (Kellogg 2001). A
conservagao da organiza¢ao cromossomica nesta familia € de grande importancia, visto que
qualquer conhecimento relativo a determinada caracteristica em uma espécie pode ser
transferido para outra espécie de graminea através do mapeamento comparativo (Gale e
Devos 1998). O uso de conjuntos de marcadores genéticos comuns no mapeamento do
genoma das gramineas revelou que as espécies desta familia possuem grande nimero de
genes conservados e exibem extensas regides de colinearidade nos mapas, implicando na
conservagdo da ordem das seqiiéncias de DNA nos cromossomos (Dufour et al. 1997;
Glaszmann et al. 1997).

Devido a alta poliploidia da cana-de-aciicar e auséncia de parentes diploides
préoximos, a vantagem de investigar sintenia com outras Poaceae e, em particular, outros
membros da tribo Andropogoneae tem sido explorada. O conhecimento do genoma da
cana-de-acuicar potencialmente também beneficia programas do estudo de genomas de
outros cereais, especialmente arroz, sorgo e milho. A sintenia da cana-de-agticar com outras
gramineas tem sido utilizada com sucesso, por exemplo, para melhorar a resolucdo do
mapeamento fino na regido do gene de resisténcia a ferrugem (Asnaghi er al. 2000).

Sorgo parece ser um excelente modelo dipldide para a cana-de-agicar, de maior
sintenia, devido a divergéncia limitada e colinearidade entre os cromossomos da cana-de-
acucar e sorgo (Grivet et al. 1994; Glaszmann et al. 1997; Ming et al. 1998; Dufour et al.
1996; Dufour et al. 1997; Guimaraes et al. 1997), além de ser a espécie mais adaptada para
auxiliar no mapeamento genético da cana-de-agucar (Dufour et al. 1997; Asnaghi et al.

2000).
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No entanto, as primeiras comparagdes foram feitas com milho que tinha na época
um mapa genético mais avangado. Sintenia foi dita conservada embora pouco perturbada
pela descoberta da estrutura duplicada do genoma do milho e da presenga de muitos
rearranjos (D’Hont et al. 1994; Grivet et al. 1994; Dufour et al. 1996). A relacdo entre os
genomas de milho e de cana-de-acticar é a mais complexa: mais locos em cana-de-aguicar
sdo ortdlogos a dois locos de milho (Dufour et al. 1996; Grivet et al. 1994). Isto é
provavelmente relacionado a alopoliploidia segmental, seguida de diploidizacdo, e o
aumento do tamanho do genoma causado por transposi¢do ativa que afetam a linhagem de
milho ap6s sua divergéncia de sorgo e da cana-de-acguicar (Gaut et al. 2000).

Arroz também apresentou uma relativa sintenia global com a cana-de-agicar, no
entanto, com muitos rearranjos, explicados pela larga distancia entre as duas espécies
(Glaszmann et al. 1997). Embora distantemente relacionado, o arroz permanece um modelo
interessante para cana-de-acucar, dada a existéncia de um programa de sequenciamento do
seu genoma e devido ao grande nimero de mutantes coletados. Assim, a colinearidade

entre arroz e cana-de-agicar € mais explorada que entre cana-de-acticar e sorgo.

2.7.2.2 Mapeamento de QTL’s em cana-de-agiicar

Uma importante aplicacdo dos mapas genéticos € a localiza¢do no genoma dos locos
que contribuem para a variagdo de caracteristicas fenotipicas. As espécies polipldides
apresentam também um maior desafio ao estudo destes locos e mapeamento dos QTL’s. A
primeira dificuldade é o extenso esfor¢o requerido para a construcao de um mapa genético

que cubra todos os cromossomos homdlogos. A segunda dificuldade é a coexisténcia de
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muitos alelos segregantes em um tnico loco, o que gera a necessidade de ensaios em campo
de grandes populacdes, com grande nimero de repeticdes, para a deteccdo de QTA’s
(Quantitative Trait Alleles).

Em cana-de-agucar, potencialmente mais de 12 alelos coexistem em cada loco. De
fato, em um determinado loco, o efeito de um alelo deve ser percebido apenas se exceder o
efeito médio dos demais alelos segregantes no loco, e ndo somente se seu efeito exceder o
efeito de um simples alelo alternativo, como ocorre nos organismos dipldides (D’Hont e
Glaszmann 2001; Hoarau et al. 2002). Esta caracteristica de complexidade gendmica dita a
utilizacdo de parametros particulares para 0 mapeamento genético nesta cultura e os efeitos
dos QTL’s sdo freqiientemente pequenos devido a um complexo padrio de interacdes
epistdticas e dominantes, nos locos e entre eles (Grivet e Arruda, 2001). Porém, apesar dos
pequenos efeitos, em comparagcdo aos dipléides, um QTL detectado em cana-de-acucar,
tende a ser mais robusto e diretamente util, uma vez que foi diretamente confrontado com
vérios alelos presentes no loco (D’Hont e Glaszmann 2001).

Apesar das dificuldades, em cana-de-actcar, locos que sdo associados a
caracteristicas importantes, como componentes de producdo de aguicar e resisténcia a
doencas, foram mapeados. Daugrois e colaboradores (1996) estudaram o padrao de heranca
da resisténcia a ferrugem, causada pelo fungo Puccinia melanocephala, em uma progénie
proveniente de autofecundacdo do cultivar moderno R570 e detectaram um QTL de efeito
maior ligado a 10cM de uma sonda de RFLP, além de outros QTL’s de efeitos pequenos.
Este foi o primeiro e, até 0 momento, o tinico gene maior localizado no genoma da cana-de-
acucar. Este gene chamado de Brul é atualmente o foco de um projeto de clonagem

baseada em mapa (D’Hont et al. 2001; Asnaghi et al. 2004).
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Além deste estudo inicial, outros foram conduzidos nesta populacdo de mapeamento
oriunda da autofecundacdo do cultivar R570, com o intuito de avaliar componentes de
producdo da planta, como didmetro do colmo, altura, nimero de colmos, conteido de
acucar (Hoarau et al. 2001; 2002). Numerosos QTA’s com efeitos individuais de 3-7%
foram detectados. Estes pequenos efeitos eram esperados devido a poliploidia presente.
Dada a predominante polissomia, o efeito de um alelo é derivado da comparacdo entre sua
presenca e sua auséncia independente dos demais alelos, que, provavelmente, t€ém efeito na
mesma caracteristica (D’Hont e Glaszmann 2001). Esses efeitos sdo especialmente
importantes em cultivares modernos, uma vez que outros estudos baseados em populacoes
interespecificas entre S. officinarum e S. robustum (Sills et al. 1995) e S. officinarum e S.
spontaneum (Paterson, dados ndo publicados) detectaram QTA’s de efeitos mais fortes.
Alelos favoraveis provavelmente concentraram-se nos cultivares modernos por
melhoramento recorrente, assim diminuindo as contradi¢cdes internas que determinam a
segregacdo da caracteristica e a magnitude dos efeitos dos QTA’s (D’Hont e Glaszmann
2001).

Nesta mesma populagdo, Jordan e colaboradores (2004) detectaram pequenos
QTL’s para o ndmero de colmos e observou também que a mesma sonda de RFLP, quando
utilizada em sorgo, também estava associada ao crescimento do colmo.

Além destes estudos com a populacdo da R570, outros foram desenvolvidos.
Guimaraes (1999) utilizou metodologias de regressdo e mapeamento por intervalo para
detectar e mapear regides gendmicas associadas a QTL’s referentes a nimero, didmetro e
peso do colmo, porcentagem de colmos com inflorescéncia, infectados com carvao
(Ustilago scitaminea), porcentagem de fibra e teor de sacarose, em uma progénie

proveniente do cruzamento entre S. officinarum x S. robustum. Foram detectadas
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associacdes significativas para todos os caracteres avaliados. O grupo de ligacdo VII
ancorou QTL’s para trés dos sete caracteres fenotipicos avaliados, dentre eles o
florescimento. Os resultados demonstraram que mapas genéticos baseados em marcadores
em dose simples podem ser empregados para identificar regides gendmicas que controlam
caracteres quantitativos em polipléides, assim como em dipléides. Em um estudo anterior,
este mesmo grupo encontrou um marcador RFLP associado ao de dia curto (Guimaraes et
al. 1997).

O mapeamento de QTL’s em autopolipléides € complicado pela possibilidade de
segregacdo de vdrios alelos em um mesmo loco, como j dito anteriormente, e também pela
falta de pareamento preferencial. No entanto, o subconjunto de alelos polimérficos que
apresentam taxa de segregacdo simples podem ser utilizados na localizacdo de QTL’s.
Partindo destes principios, Ming e colaboradores (2001) utilizando duas popula¢des
interespecificas (S. officinarum x S. spontaneum) realizaram um estudo da base genética da
variacdo no conteddo de agtcar entre gendtipos de cana-de-aguicar, a partir de marcadores
em dose unica. O objetivo era detectar o nimero e a localizacdo dos QTL’s para tal
caracteristica, com o intuito de investigar as bases moleculares dos autopolipléides. Alguns
QTL’s foram detectados para os gendtipos que apresentavam um maior teor de sacarose,
sugerindo que alelos favordveis foram fixados por selecdo. No entanto, muitos dos QTL’s
ndo correspondiam a genes candidatos conhecidos, sugerindo que outros ensaios seriam
necessarios para isolar os determinantes genéticos do alto teor de sacarose.

Esta mesma populacdo foi empregada no mapeamento de QTL’s que afetam a
altura da planta e florescimento, em um experimento conduzido em larga escala (Ming et
al. 2002b). Os QTL’s foram detectados em 8 regides gendmicas, sendo que 4 dos QTL’s

que controlam a altura da planta correspondem a 4 dos 6 QTL’s previamente mapeados em
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sorgo. Um QTL que controlava o florescimento em cana-de-agticar correspondia a 1 dos 3
QTL’s também mapeados em sorgo. A correspondéncia na localizacdo de tais QTL’s nestas
duas culturas refor¢a a no¢do de que o simples genoma de sorgo € um molde valido para
buscar o entendimento molecular do genoma da cana-de-actcar.

Em suma, todos os estudos apresentados de mapeamento de QTL’s em cana-de-
acucar, além de outros mais recentes (Reffay et al 2005; Raboin et al 2006) identificaram
muitos alelos segregantes independentes, que puderam ser atribuidos a locos distintos.
Baseando-se na comparacao com mapas de outras gramineas, particularmente milho, alguns
destes alelos foram dados como candidatos. Varios QTL’s foram detectados e puderam ser
localizados em algumas regides cromossodmicas, sugerindo que o nimero atual de genes
envolvidos no controle genético de tais caracteristicas deve ser bem menor que o esperado.
Em um cruzamento interespecifico a ampla segregacdo de fenétipo pode proporcionar um
contexto favoravel a deteccao de QTL’s.

Diante de todos as informagdes apresentadas anteriormente, observa-se que ainda ha
muito que estudar para se entender as herancas complexas em cana-de-agucar. Sabe-se que
o pagamento da cana-de-acucar € feito sob um critério de qualidade que considera o teor de
sacarose e a pureza do caldo. Este sistema incentiva os fornecedores a cultivarem
variedades de cana-de-acticar de melhor qualidade, livre de doencas e com alto teor de
sacarose. Dada a importancia econdmica da cultura, e os problemas a ela associados, torna-
se evidente os avancos que podem ser alcangados no melhoramento genético da cana-de-
acucar com o desenvolvimento de marcadores genéticos e a utilizagao destes em estudos de

mapeamento genético e de QTL’s.
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3 Objetivo

O presente trabalho teve como objetivo central desenvolver marcadores moleculares
microssatélites a partir de buscas no banco de dados de ESTs de cana-de-agicar (SUCEST),
bem como utilizd-los no mapeamento funcional de uma populacdo segregante derivada do
cruzamento entre duas variedades pré-comerciais de cana-de-aclicar contrastantes para

caracteristicas de importancia econdmica.
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Survey in the sugarcane expressed sequence tag
database (SUCEST) for simple sequence repeats

Luciana Rossini Pinto, Karine Miranda Oliveira, Eugénio César Ulian, Antonio
Augusto Franco Garcia, and Anete Pereira de Souza

Abstract: Sugarcane microsatellites or simple sequence repeats (SSR) were developed in an economical and practical
way by mining EST databases. A survey in the SUCEST (sugarcane EST) database revealed a total of 2005 clusters
out of 43 141 contaiming SSRs. Of these, 8.2% were dinucleotide, 30.3% were trinucleotide, and 61.3% were
tetranucleotide repeats. Except for dinucleotides, the CG-rich motif tyvpes were the most common. Differences in abun-
dance of trinucleotide motif tvpes were observed between EST-SSRs and those isolated from sugarcane genomic librar-
1es. Among the different cDNA libraries used for EST sequencing, SSRs were more frequent in the ones derved from
leaf roll (LR). Twenty-three out of 30 tested SSRs produced scorable polymorphisms in 18 sngarcane commercial
clones. These EST-S5Rs showed a moderate level of polyvmorphism with some SSRs producing unique fingerprints.
The number of alleles observed among the 18 clones evaluated varied from 2 to 15, with an average of 6.04 alleles/lo-
cus. The polymorphism information content (PIC) values ranged from 0.28 to 0.90 with a mean of 0.66. The EST-
SSRs screened over both parents (SP 80-180: SP 80-4966) and 6 F, individuals produced 52 segregating markers that
could potentially be used for sugarcane mapping. The EST-SSRs were found in clusters that had significant homology
to proteins inveolved in important metabolic pathwavs such as sugar biosvnthesis, proving that EST-SSRs are a valuable
tool for the construction of a functional sugarcane map.

Key words: sugarcane, polyploid, expressed sequence tags (ESTs), microsatellites (SSRs), genetic mapping.

Résumeé : Des mucrosatellites (SSR) ont ét€ développés aisément et de fagon économique chez la canne a sucre en ex-
ploitant des banques d’EST (étiquettes de séquences exprimées). Une mterrogation de la banque SUCEST (« sugarcane
EST database ») a révélé que 2 005 des 43 141 groupes d’EST contenaient des microsatellites. De ceux-ci, 8.2 %
étatent dinucléotidiques, 30,5 % étaient trinucléotidiques et 61.3 % étatent tétranucléotidiques. A I'exception des micro-
satellites dinucléotidiques. les motifs riches en GC étaient les plus fréquents. Des différences quant a I"abondance des
motifs trinucléotidiques ont été observées entre les microsatellites provenant d’EST et ceux isolés chez UADN géno-
mique. Parmi les différentes banques d’ADNec employées pour le séquencage d"EST, les mucrosatellites étaient les plus
fréquents parmui les transcrits de la game foliaire (« leaf roll »). Vingt-trois des 30 muicrosatellites analysés ont produit
un polvmorphisme détectable chez 18 clones commerciaux de canne a sucre. Ces microsatellites montraient un degré
modéré de polymorphisme et certains microsatellites produisaient une empreinte unique. Le nombre d’alléles observés
parmi les 18 clones étudiés vanait entre 2 et 15 pour une movenne de 6,04 alléles par locus. Les valeurs de I'indice
PIC (« ploymorphism information content ») variait entre 0.28 et 090 pour une movenne de 0.66. Les microsatellites
provenant d’EST ont été examinés sur deux parents (SP 80-180 et SP 80-4966) ams1 que six mdividus F, et cette ana-
lyse a révélé 52 marqueurs en ségrégation et potentiellement utiles pour la cartographie génétique chez la canne a
sucre. Les EST portant des microsatellites provenaient de génes présentant une homologie significative avec des protéi-
nes impliquées dans des sentiers métaboliques importants, tels que la biosvnthése du sucre. Ces observations démon-
trent que les microsatellites provenant d’EST constituent un outil utile pour la construction d'une carte fonctionnelle de
la canne a sucre.

Maots clés : canne a sucre, polyploide. étiquettes de séquences exprimeées (EST). microsatellites (SSR), cartographie
génétique.
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Introduction

Sugarcane (Saccharum spp.) 15 a major economical crop
that accounts for two thirds of the world’s sugar production
(Carson and Botha 2000). The improvement of sugar pro-
duction, as well as the control of the main diseases affecting
it, 1s achieved with the use of improved varieties.

Commercial varieties are dermved from interspecific crosses
between Saccharum officinarum (2n = 80 chromosomes) and
Saccharum spontanewm (2n = 40—128 chromosomes), result-
ing in an asymmetric chromosome transmission that leads to
the formation of varieties with different chromosome num-
bers, generally between 100 and 130 (Price 1965). Thus, the
high polyploid and aneuploid nature of the interspecific hy-
brids allied with the difficulties of controlled hybridization
(Hogarth 1987, Silva et al. 1993) and the time spent on de-
veloping new varieties (from 12 to 15 years) are the main
drawbacks in sugarcane breeding programs.

Molecular genetic markers are a valuable tool in the stud-
1es of complex genomes such as sugarcane (Daugrois et al.
1996). Their incorporation in the selection of economic traits
during the early stages of a breeding program, as well as in
the choice of the best parents in a cross, may significantly
reduce the time for the development of new varieties. These
goals can be successfully achieved with the availability of
robust polymorphic markers that cosegregate with economu-
cally important agronomic traits in sugarcane.

Microsatellites or simple sequence repeats (SSR) have
been considered one of the most powerful Mendelian mark-
ers (Jarne and Lagoda 1996). This 1s due to their codominant
nature, locus specificity, and high reproducibility. Basically,
SSRs are stretches of DINA consisting of small motifs of 1 to
6 base pairs repeated in tandem and flanked by sequences
that are sufficiently conserved, thereby allowing the design
of specific primers for PCR amplifications (Powell et al
1996; Wang et al. 1994). However, sequence information is
required for SSR development.

Single-pass partial sequencing of the 5 or 3 end of a
cDNA clone that represents an mRNA_ known as expressed
sequence tags (ESTs) (Wolfsberg and Landsman 2001}, 1s a
fast and efficient approach for sampling the transcribed por-
tion of the genome (Sterky and Lundeberg 2000; Liang et al.
2000). At present, EST databases (dbEST) are an important
source of candidate genes, as they can generate markers di-
rectly associated with a trait of interest (Cato et al. 2001).
Moreover, the development of SSRs from dbESTs 1s much
less expensive and laborious than that from genomic DNA
libraries (Zane et al. 2002).

SUCEST (the sugarcane expressed sequence tag project)
1s the most complete dbEST for sugarcane 1n the world, with
237 954 EST sequences assembled in 43 141 clusters (Telles
et al. 2001; Vettore et al. 2001). This number of ESTs is, ap-
proximately, 267 times greater than that currently available
for Saccharum m the dbEST (http://ncbi.nlm.nih gov/dbEST/)
from NCBI (National Center for Biotechnology Information,
Bethesda, Md.).

In sugarcane, a total of 250 SSRs were obtained from the
analysis of 8 678 EST sequences. Despite the low levels of
polymorphism detected in the sugarcane cultivars evaluated,
they were highly transferable to related species or genera
(Cordeiro et al. 2001). Simular results were observed in a
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preliminary electronic search in the SUCEST database,
where 402 SSRs were identified and significant levels of
polymorphism were achieved with a set of 20 primers
screened over commercial cultivars and different Saccharum
species (Silva 2001).

S8Rs derved from ESTs can be associated with genes of
known function and used as functional SSR markers, tagging
genes of imnterest in a more efficient manner (Hackauf and
Wehling 2002). This work describes a survey for micro-
satellites in the SUCEST database as part of an effort to gen-
erate molecular genetic markers that will be used i the
construction of a functional map derived from two elite sug-
arcane clones selected from the COPERSUCAR. (Piracicaba,
Sdo Paulo, Brazil) breeding program.

Materials and methods

SUCEST database

The Sugarcane EST database (http://sucest.lad.ic.unicamp.
br/en/) comprises 237 954 expressed sequence tags assem-
bled in 43 141 clusters. These ESTSs, or reads, were obtained
by single-pass sequencing of the 5 and (or) 3" ends of a
cDNA clone. Twenty-six ¢cDNA libraries were constructed
from several organs and tissues sampled at different develop-
mental stages. The reads were trimmed for low-quality se-
quences and grouped by a clustering procedure {CAP 3
program), giving rise to a consensus sequence (Telles et al
2001; Vettore et al. 2001).

SSR identification

EST-SSRs were muined from the Sugarcane EST database.
The BLASTn software was used to search for all possible
repeat patterns with n = 7 for dinucleotide, n = 5 for
trinucleotide, and »n = 3 for tetranucleotide motifs against the
Cluster Cap-3 consensus sequences. A total of 47 motif
types were searched for in the SUCEST database. Each mo-
tif entry i the BLASTn represents all of the possible per-
mutations and complementary repeats produced by the
respective motif To identify, count, and localize the SSR
motif inside the cluster, the cluster FASTA sequence was
submitted to a free, available, simple sequence repeat identi-
fication tool (http://www. gramene org/microsat). Simuilarity
scores over 80 were used as a threshold to identify the pro-
tein homology of EST clusters containing SSRs.

Primer design

Thirty primer pairs flanking the SSR motifs (Table 1)
were designed from cluster consensus sequences using
Primer Select software from the LaserGene program (ver-
stons 5.01 and 502, DNAStar, Inc., Madison, Wis.). The
stringency criteria adopted was based on a GC content be-
tween 50% and 75%, melting temperature between 50 and
65 °C,and product length between 150 and 400 bp (Cordeiro
et al. 2001). Primer pawrs were synthesized by Invitrogen
(Campinas, SP).

DNA extraction and PCR amplification

Total genomic DNA was extracted from 300 mg of pow-
dery lyophilised young leaf tissues using a CTAB method
(Hoisington et al. 1994) modified for sugarcane. PCRs were
performed in a 20uL final volume containing 40 ng of tem-

© 2004 NRC Canada
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lable 1. Primer sequences for 30 EST-SSRs from the SUCEST database with annealing temperature (7, ), expected product size, and expected EST homology.

Expected
product

llrnl

Expected EST homology

size (bp)

01

228

55

Reverse primer (5'=3)

Forward primer (53"

Primer® Motif

SCCo6

(GenBank acc. No. X66014) cathepsin B

2

ACAGAGCGGTAGCAGCAGTAGTAGT

AGCACGTCCGAGGATACAGTCATAC

COCCTCCAGGCCGTTTTTG
GGACGAGTGCCCCTGCTACA

(CGTG)s
(CTAG),;

(GenBank ace. No. AB015475) contains simi-

58

Scco7

larity to gibberellin-stimulated transcript 1

like protein-gene

No hits found

180
2

3

b

CCCCCACCCCATACCAACTCCAT
ACCATTGACACGGAAACTGC

[CGCCGGCCAGACCCAGAT

SCCO8

(GGCC),

((GenBank acc. No. AL353814) protein kinase

60

52

GAATGCCCTCCAGTCAAGTG

=
(]
-
v

like protein
No hits found

o}
-l

62

GTGGAGCGGCATGGTGGAGAA

AGCTTCCTCGGCCATACCATTTC

(AGGC),

SCClo

de primer pairs.

°SCA, SCB. ar
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plate DNA, 02 uM of each forward and reverse primer,
100 uM of each dNTP, 2.0 mM MgCly, 10 mM Tris—HCI,
50 mM KCL and 0.5 U Tag DNA polymerase (Invitrogen,
Sédo Paulo, Brazil). Reactions were performed on a PTC-100
thermocycler (MJT Research. Waltham, Mass.) using the fol-
lowing conditions: 94 *C for 3 mun; 30 cycles of 94 °C for
1 mun; annealing temperature specific to each primer for
1 min; extension at 72 °C for 1 mun; a final elongation step
at 72 °C for 2 min. The annealing temperature of each
primer pair was identified using a gradient of temperature
ranging from 50 to 65 °C on a PTC-200 thermocycler (MJ
Research). Amplification products were separated by elec-
trophoresis on 6% w/v denatured polyacrylamude gels using
a 25-bp ladder as a size standard and silver stamed accord-
ing to Creste et al. (2002).

Polymorphism analysis

A total of 18 sugarcane commercial clones (CB 3642, SP
79-1011. CB 40-77, IAC 51-205, RB 739-359, SP 70-1284,
IAC 64-257, SP 71-1406, SP 80-3280, RB 85-5035, SP 79-
6134, SP 79-2313, RB 855563), mcluding two parental
clones (SP 80-180 and SP 80-4966) involved in a molecular
genetic mapping program from COPERSUCAR and one
clone from each of three Saccharum species represented by
1176-314 (S officinarum); Gandachem (5. barberi) and
Maneria (5. sinense) were used to assess the level of poly-
morphism of the EST microsatellites (EST-SSRs). To evalu-
ate the level of polymorphism generated among the three
types of repeats (di, tri, and tetranucleotides), 10 primers
were designed for each repeat class (Table 1). The polymor-
phism information content (PIC) value was calculated by the
following formula: PIC = 1 —% pg. where pj is the fre-
quency of the j,, allele (marker) for the iy, EST-SSR locus.
The capability of the EST-SSRs to distinguish between
cultivars was estimated as the percentage of different band-
ing patterns obtained among sugarcane commercial clones.
To evaluate the potential of the EST-SSRs as markers for ge-
netic mapping, both parents (SP 80-180 and SP 80-4966)
and a random sample of 6 F; individuals derived from a
mapping population were scored based on the presence (1)
or absence (0) of SSR markers.

Results

Abundance of SSRs in the SUCEST database

According to the search criteria adopted, a total of 2005
clusters containing SSRs were found in the SUCEST data-
base. Of these, 165 (8.2%) were composed of dinucleotide
repeats, 613 (30.5%) of trinucleotide repeats, and 1227
(61.3%) of tetranucleotide repeats (Table 2). Among the
dinucleotide motifs, (CG),/(CG), was the least frequent
(12%), with a 95% statistically sigmificant confidence inter-
val (95% CI 12.21-30.89), based on direct counts. The re-
maming dinucleotide motifs were almost equally frequent
(29%26). The most common trinucleotide motifs were
(GGT),/(ACC), with 18.8%, (CGG),/(CCG), with 16.3%,
(CTC),/(GAG),, with 124%. and (TCA),/(TGA), with
11.0%. For tetranucleotides, the motifs (CACG), /(CGTG),,.
with 8.3%, and (AGGC),/(GCCT),. (ACAT),/(ATGT),, and
(TCAT),/(ATGA),, with approximately 5.0%, were the most
abundant.
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Table 2. Dastributions of SSRs according to the motif type
searched in the SUCEST database.

95%
Frequency Confidence
Monf types (%) Total interval®
Dinucleotides
(AG),/(CT), 29 48 35.39-63.64
(AT),/(AT), 29.5 49 36.25-64.78
(CG),/(CG), 12 2 12.21-30.89
(AC),/(GT), 29.5 48 35.39-63.64
Trinucleotides
(ACG),/(CGT), 2 44 31.97-59.07
(CGG),.(CCG), 16.3 100 81.36-121.63
(GGT),/(ACC), 18.8 115 9494 138.04
(CAA)(TTG), 8.6 53 39.70-69.32
(TTC), (GAA), 9.5 58 44,0474 98
(AGC),/(GCT), 8.8 55 41.43-71.60
(CTA)(TAG), 34 21 12.99-32.10
(TTA),/(TAA), 4 24 15.38-95.71
(TCA),/(TGA), 11 67 51.92-85.09
(CTC),/(GAG), 12.4 76 59.88-95.12
Tetranucleotides
(ACAA)/TTGT), 4 49 36.25-04.78
(CACG),/(CGTC), 83 103 84.07-124.92
(CTGT),/(ACAG), 1.9 2 14.58-34.51
(AGGC),/(GCCT), 54 56 51.04-83.97
(CAAT),/(ATTG), 2.8 34 23.55-47.51
(GCAT),/(ATGC),, 38 46 33.68-01.35
(CTAC),/(GTAG), 0.6 8 3.45-15.76
(AAAG),/(CTTT), 36 44 31.97-59.06
(CCTC),/(GAGG), 2.5 31 21.06-44.00
(GTAC),/(GTAC), 14 17 9.90-27.22
(GCTC),/(GAGC), 3.8 47 34.53-62.50
(CGAT),/(ATCG), 33 41 29.42-55.62
(CAAG),/(CTTG), 33 40 28.57-54.47
(GGAT),/(ATCC), 3.4 42 30.27-56.77
(CCAC), (GTGG), 3.7 46 33.68-61.35
(GAAG),/(CTTC), 3.7 45 32.82-60.21
(CTAT),/(ATAG), 4 49 36.25-64.78
(TTAG),/(CTAA), 0.6 7 2.81-1442
(CTAG),/(CTAG), 2. 35 24.38-48.67
(ACAT),/(ATGT), 5 61 46.66-78.36
(GTTG),/(CAAC), 32 39 27.73-53.31
(CCCG),(CGGE), 3.8 47 34.53-62.50
(AAAT),/(ATTT), 4.5 55 41 43-71.59
(TCAT),/(ATGA), 4.7 50 37.11-65.92
(GAAC),/(GTTC), 1.5 19 11.43-29.67
(CGAC), AGTCG), 1.7 2 12.99-32.10
(TCAG),/(CTGA), 1.9 2 15.38-35.71
(TAAT),/(ATTA), 31 38 26894216
(CACT),/(AGTG), 0.7 9 4.11-17.08
(TTAC),/(GTAA), 0.2 2 0.24-7.22
(CCAG),/(CTGG), 4 49 36.25-64.78
(AGTG),/(CACT), 0.8 10 4.79-18.39
(GCCG), (CGGC), 25 30 20.24-42 83

“Confidence interval based on Poisson distribution for direct counts.

The majority of the SSRs showed a perfect repeat struc-
ture (75.1%) with tetranucleotide repeats having the higher
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percentage (Table 3). The compound repeats were more
abundant for dinucleotides (10.3%) and less abundant for tr1
and tetranucleotide repeats, with 3.4% and 2.0%, respec-
tively. Low levels of imperfect repeats, 1.e., consecutive re-
peats imterrupted by stretches of nonrepeat bases, were
observed in all repeat classes. Approximately 19% of the
clusters had more than one region containing SSRs.

Across all repeat classes, the mean wvalue of the repeat
number was higher for the dinucleotides (15.8). The length
of this class of repeat varied from »n = 7 to n = 145 (Table 4)
with a high variation i the repeat length, as illustrated in the
distributions of the repeat number (Fig. 1). Approximately
20% of the dinucleotide SSRs had a length between 3 and 7
repeats, 40% between 8 and 14 repeats, and 5% between 36
and 43 repeats. The majority of the trinucleotide SSRs
(80%) had a length close to the minimum repeat number
(n = 5), as they were located in the 3-7 interval
Tetranucleotides were the least variable, with almost 100%
of the SSRs between 3 and 7 repeats. The mode value
showed that most of the SSRs had a repeat number close to
the cut-off value used m the database search.

In relation to the distribution of the SSRs in different
cDNA libraries (Fig. 2), it was noted that, regardless of re-
peat class, they were more frequent in the ¢cDNAs derived
from the leaf roll (LR), root (RT), leaf—root transition zone
(RZ), and sugarcane flower (FL) libraries and almost absent
in ¢cDNA libraries derived from normalized tissues (INR).

Functional identification of the EST clusters containing
SSRs

Of all the clusters contaiming microsatellites, 48.7%
showed protein homelogy with sumilanty scores above 80.
These clusters had homology to a vast range of proteins in-
cluding enzymes, RNA- and DNA-binding proteins, and
defense-related proteins, as well as transcriptional and
translational factors (Table 5). Some enzymes related to
sugar metabolism, such as a putative sugar transporter pro-
tein (AF119222). soluble acid invertase (AF062735), su-
crose synthase (ACO012396), and sucrose-6-phosphate
hydrolase (U16123), were also found. However, most of the
clusters were associated with hypothetical proteins or pro-
teins with unknown function, 1e., protemns as vet
uncharacterized. Few discrepancies were observed for some
clusters that showed significant simularity scores in relation
to an unnamed protein product (AK001129) derived from
Homo sapiens, a vib gene product (AE003725) from
Drasophila melanogasrer, and a multifunctional p-oxidation
protein (X80052) from Neurospora crassa. Besides this,
most of the clusters showed protein homology to other plant
species, mainly to those taxonomically related to sugarcane
such as maize (Zea wmays), rice (Ovyza sativa), Sorghum
(Sorghum bicolor), and gramunes (Hordeum vulgare,
Triticum aestivum, and Cynodon dactylon).

Polymorphism detected by EST-5SRs in sugarcane

Of the 30 designed EST-SSEs, 23 (77%) were able to pro-
duce scorable polymorphisms (Table 6), whereas the others
failed to amplify or did not produce clearly interpretable pat-
terns. All the EST-SSRs that did amplify produced frag-
ments of predicted size.
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Table 3. SSE. structure types for each repeat class found in the SUCEST database.

Perfect Compound Imperfect More than one
Repeat class (%) (%0) (%) SSR region (%)
Dinucleoride 703 10.3 30 16.4
Trinucleotide 713 34 32 12.1
Tetranucleotide 78.0 20 25 17.5
Total 751 3.0 2.8 19.1

Table 4. Comparisons between SSE. repeat length derived from
SUCEST and sugarcane genomic libraries.

Mean Range
Repeat class SUCEST Genomic® SUCEST  Genomic?
Dinucleotide 15.80 155 7-145 657
Trinucleotide 6.44 12.0 5-33 8-92
Tetranucleotide 344 n.a. 3-25 na.

Note: n.a., not available.
“Extracted from Cordeiro et al. 2000,

Owing to the polyploid nature of sugarcane, most of the
EST-SSRs produced more than two amplified products
(Fig. 3) per individual that were assumed to be alleles. The
number of alleles among the 18 sugarcane commercial
clones (including the mapping parents), varied from 2 to 15,
with polymorphism information content (PIC) walues be-
tween 0.28 and 0.90. Apparently, no differences were ob-
served 1 the level of polymorphism generated among the
three sets (di, tr1, and tetranucleotides) of EST-SSRs. The
average number of alleles and the mean PIC wvalues of each
set of repeat type showed similar values. The mean PIC
value was shightly superior for the dinucleotide primers
(0.74) than for the trinucleotides (0.60) and tetranucleotides
(0.66). Considering all the EST-SSRs, the mean number of
alleles and the mean PIC value obtained by these functional
markers were, respectively, 6.04 and 0.66. Almost all
dinucleotide EST-SSRs were effective in distinguishing. in
terms of percentage of different patterns, more than 50% of
the 18 sugarcane commercial clones (Table 6). One
trinucleotide (SCBO07) and one tetranucleotide (SCCO01)
EST-SSR pruner pair alone were able fo produce 18 differ-
ent sugarcane patterns.

Segregation analysis of the EST-SSR markers

The 23 EST-SSRs tested on the two parents (SP 80-180
and SP 80-4966) and 6 F; sampled individuals produced 41
markers that were polymorphic between the parents and
within the progeny. Part of these markers should correspond
to single dose markers segregating in a 1:1 ratio in the map-
ping population, while the other part should correspond to
double dose markers with a 3:1 segregation ratio. Only 11
monomerphic markers between the parents were polymor-
phic in the 6 F; sampled individuals. Part of them should
correspond to markers present in a single dose in both par-
ents and should segregate in a 3:1 ratio in the progeny.

Discussion

The number of clusters found with repetitive sequences mn
the SUCEST database demonstrates 1ts large potential for
SSRs marker development in a siumple, fast, and economical
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manner. In general, this number represents 4.6% of the
entire cluster population of the bank and is somewhat under-
estimated, since 19% of these clusters contained more than
one SSR region.

Despite the different search criteria reported for SSR re-
search in the EST databases, the percentage of EST-SSRs
found in the SUCEST database was simular to those ob-
served in other species (Scott et al. 2000; Cardle et al. 2000;
Hackauf and Wehling 2002) and superior to the value of
2.88% reported for sugarcane (Cordeire et al. 2001).

Low frequencies of SSR are expected in EST sequences,
which represent the coding portion of the genome. In sugar-
cane, the frequency of SSRs derrmved from enriched libraries
(Cordeiro et al. 2000) was 20 times higher than the fre-
quency of SSRs found in EST databases (Cordeiro et al
2001).

Mining SSRs against sequences derived straight from in-
dividual ESTs can provide some degree of redundancy. Re-
dundancy occurs because a group of ESTs could be
transcribed from the same mRNA To avoid this, the authors
search for SSRs m the cluster consensus sequences that rep-
resent all ESTs likely derived from the same transcript mole-
cule (Telles and Silva 2001).

Trinucleotide repeats tend fo prevail in protem-coding
exons, as well as in SSR-ESTs, as compared with dinu-
cleotide and tetranucleotide repeats (Toth et al 2000;
Varshney et al. 2002). In the SUCEST database, the percent-
age of trinucleotide repeats were almost half the percentage
of tetranucleotides. This could be due to the high number of
tetranucleotide motif types BLASTed in the search process
being three times higher than that of trinucleotides. More-
over, the cut-off value was lower for tetranucleotides (1 = 3)
than for trinucleotides (n = 3).

The first studies carried out to investigate the abundance of
different SSR. motifs in plant databases pointed to AT/AT and
GA/TC as the most common dinucleotide motifs (Lagercrantz
et al. 1993); AAT/ATT, AAC/GTT, and AGC/GCT as the
most commeon ftrinucleotides; and AATT/AATT and
AAAT/ATTT as the most common tetranucleotides (Wang et
al. 1994). However, significant differences in the motif dis-
tributions between coding and non-coding regions were
found in different eukaryotic genomes, being also character-
1stic of the taxonomic group examuned (Toth et al. 2000).
The SUCEST motifs, CGG/CCG and CTC/GAG, were
among the most abundant trinucleotides, whereas AAT/ATT
was among the least frequent. Interestingly, this same trend
was observed for trinucleotides in maize coding sequences
dertved from ¢cDINAs, ESTs, and known genes. It seems that
these differences are related to the significance of codons
having a direct effect on protein synthesis. such as TAA
variants that code for stop codons (Chin et al. 1996). More-
over, the abundance of CCG motifs in EST-SSRs from dif-
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Fig. 1. Distributions of dinucleotide, trinucleotide, and tetranucleotide SSRs according to the repeat number.
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Fig. 2. Distribution of the SSRs in different cDNA libraries. AD, Acefsbacter diazotroficans: AN apical meristem; CL. callus: FL.
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ferent cereal species such as barley, maize, oats, rye, rice,
and Sorghum was considered a feature of the monocot
genomes that has an increased G+C content. Apart from
this, except for barley, CG was the least common
dinucleotide motif found i all cereal species (Varshney et
al. 2002). These results are i perfect agreement with our
findings for SSRs from the SUCEST database.

Differences in the abundance of the motif types were ob-
served between the SUCEST SSRs and those dertved from
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sugarcane genomic libraries, specifically for trinucleotides
(Cordeiro et al. 2000). One of the least frequent trinucleotide
motifs, (CGG),/(CCG),, 1solated from the enriched process
was among the most abundant in the SUCEST database. Al-
though comparisons of this kind among dinucleotide motifs
can be biased because of palindromic sequence exclusions,
such as (CG), and (AT),, from the enrichment process and
because of the small number of different dinucleotide motif
types used in the isolation of SSRs, the most frequent
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Table 5. Classification of clusters containing SSRs according to their probable metabolic
and biochemical functions.

Metabolic and (eor) biochemical function® Percentage (%4)°
Stress- or defense-related protemns 2.0
RENA-binding proteins 5.0
DNA-binding proteins 8.6
Structural proteins 33
Enzymes 18.0
Regulatory proteins 11.7
ATP synthases, electron transport, and transport-like proteins 6.3
Membrane protemn 2
Others 20.0
Unknown or hypothetical protein 230

“Classification based on Carsen and Botha (2000).
"Percentage calculated only with clusters showing scores = 80.

Table 6. Polymorphism characterization of the 23 EST-SSE.

Segregation
analysis®
T, No. of Mean no. Mean PIC Dnfferent
Primer (*C)” alleles of alleles PIC value patterns (%a) 1:1° 317
SCAD3 52 5 0.71 33 2 1
SCAD4 52 3 0.59 11 0 1
SCAD6 52 9 0.81 83 4 0
SCAO0Q7 63 8 6.4 0.82 0.74 78 3 1
SCAD8 62 8 0.79 2 3 1
SCAOQ9 62 5 0.71 86 n.a. n.3.
SCA10 63 7 0.8 89 4 0
SCB0O1 56 4 0.7 50 1 0
SCBO2 60 8] 0.34 37 n.a n.a.
SCB03 56 6 0.72 44 3 0
SCBOG6 60 5 5.4 0.67 0.6 35 ] 1
SCBO7 62 13 09 100 7 1
SCBO8 50 3 0.59 17 ] 1
SCB0O9 50 4 0.58 17 0 0
SCB10 62 2 0.28 ] 1
SCCco1 50 15 0.9 100 5 1
SCCoz2 62 5 0.73 11 1 0
SCCo3 50 2 0.3 11 1 0
SCCo4 52 9 6.4 0.84 0.66 83 2 1
SCCos 62 8 0.82 78 4 ]
SCCo7 63 4 0.62 33 ] ]
SCCo9 50 2 0.36 11 0 0
SCC10 63 3] 0.69 28 1 1

Note: n.a., not available.

“Annealing temperature of each primer pair identified by a Gradient thermocycler.

"Number of markers between the parents (SP 80-180 and SP 80-4966), potentially useful for sugarcane mapping.
Values obtained in a test sample of 6 F, individuals derived from the cross between SP 80-180 and SP 80-4966.

“Marker present in only one parent and absent in at least one of the 6 F, individuals with potential to segregate in a
1:1 ratic in the population.

Marker present in both parents and absent in at least one of the & F, individuals with a potential to segregate i a
3:1 ratic in the population.

dinucleotide motif (GT),/(AC), derived from sugarcane 1990; Temnykh et al. 2001; Jones et al. 2001). Our EST-

genomic libraries (Cordeiro et al. 2000) was also one of the SSRs had a low number of repeat units, especially for the
most abundant dinucleotide motifs in the SUCEST database. tri- and tetranucleotides that were close to the cut-off value

Several studies have shown that repeat length 1s positively used in the search criteria. In EST-SSRs derived from differ-
correlated to the informativeness of a microsatellite (Weber ent cereal species, only 25% fit the category of more than 10
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Fig. 3. Silver-stained denaturing polyacrylamide gel of the EST-SSRs SCCO1: lane 1, 25-bp size marker; lane 2. CB 3642; lane 3. SP
79-1011; lane 4, CB 40-77; lane 5, TAC 51-205; lane 6, RB 739-359; lane 7. SP 70-1284; lane 8 IAC 64-257; lane 9, SP 71-1406:
lane 10, SP 80-3280; lane 11, RB 85-30335; lane 12, SP 79-6134; lane 13, SP 79-2313; lane 14. RB 855563; lane 15, Gandachem

(5. barberi); lane 16, 1T76-314 (S. gfficinarm); lane 17, Maneria (5. sinense); lane 18, SP 80-4966; lane 19, SP 80-180, final lanes, F,
individuals.

progeny
—f

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 P, P;

325 bp
300 bp
275 bp

250 bp

repeat units, and i the tetramernc, pentameric, and For species m which a sufficient number of ESTs exist, as
hexameric SSRs, all (100%g) fall mto the category of fewer 15 the case of the SUCEST database, EST-SSR markers will
than 10 repeat units (Varshney et al. 2002). Furthermore, lead to the direct mapping of genes and provide a
differences in the length of the repeats were evident between transcriptional map. The EST-SSRs derved from the
trinucleotide motifs derived from sugarcane genomic librar- SUCEST database will complement the 259 genomic SSRs
ies (Cordeiro et al. 2001) and those from the SUCEST data- developed by the International Sugarcane Microsatellite
base, with the former having longer repeats. Consortium, thereby extending the assessment of variability
The majonity of clusters with SSRs were derived from the to the whole-genome level.
cDNA leaf roll libraries. This may be due to the fact that

leaf roll constitutes a mernistematic region of the plant that 1s

highly active metabelically (Carson and Botha 2000) with L L Ct T L T

transcription of several genes occurring at a higher rate com- The authors would like to thank Dr. Giovanni M.
pared with other plant parts. Cordeiro, Centre for Plant Conservation Genetics, Southern

In relation to the polymorphism levels reveled by Cross University, Lismore, Australia, for supplying the PIC
SUCEST SSRs, the mean number of alleles and the average calculator program. The present research was financed by
PIC value (6.04 and 0.66, respectively) were somewhat infe- Fundacido de Amparo a4 Pesquisa do Estado de Sdo Paulo
rior to those observed for genomic SSR primers (8.00 and  (FAPESP. 02/01167-1) and COPERSUCAR (Coperativa dos
0.72, respectively) screened over five Saccharum genotypes  Produtores de Acglcar e Alcool do Estado de Sho
(Cordeiro et al. 2000). However, the values of polymorphism Paulo). LRP and KMO. receive, respectively, post-
detected in our study were superior to that displayed by doctoral and doctoral fellowships from FAPESP (01/14656-
EST-SSRs within sugarcane species (average PIC value of  8; 02/00197-4). APS. recerves a research fellowship from
0.23) reported by Cordeiro et al. (2001). This was expected, Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
since our EST-SSR primers were screened over sugarcane  Tecnologico (CINPq).
cominercial clones (interspecific hybrids) previously se-
lected according to their genetic divergence and reported in

a cluster analysis based on AFLP markers (Lima et al References
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Abstract

Microsatellites or simple sequence repeats (SSRs) are one of the most
suitable markers for genome analysis as they have great potential to
aid breeders to develop new improved sugarcane wvarieties. The
development of SSR derived from expressed sequence tags (EST)
opens new opportunities for genetic investigations at a functional level.
In the present work, the polymorphism obtained with a subset of 51
EST-SSRs derived from sucesT was compared with those generated
by 50 genomic SSRs (gSSR) in terms of number of alleles, poly-
morphism information content, discrimination power and their ability
to establish genetic relationships among 18 sugarcane clones inchuding
three Saccharum species (S. officinarum, S. barberi, S. sinense). The
majority of EST-S5Rs loci had four to six alleles in contrast to the
seven to nine observed for the gSSRs loci. Approximately, 35% of the
258SRs had PIC values around 0.90 in contrast to 15% of the EST—
SS5Rs. However, the mean discrimination power of the two types of
SSR did not differ significantly as much as the average genetic
similarity (GS) based on Dice coefficient. The correlation between GS
of the two types of SSRs was high (r = 0.71/P = 0.99) and significant.
Although differences were observed between dendrograms obtained
with each S5SR type, both were in good agreement with pedigree
information. The 5. officinaram clone 1176-314 was grouped apart
from the other clones evaluated. The results here demonstrate that
EST-S5Rs can be successfully used for genetic relationship analysis,
extending the knowledge of genetic diversity of sugarcane to a
functional level.

Key words: Saccharum officinarum microsatellites EST
Modern sugarcane varieties are mainly derived from interspe-
cific crosses between the noble cane 8. afficinarwm (2Zn = 80)
and the wild species S. spontanewm (2n = 40-128) that was
chosen for its resistance lo pathogens and other stresses.
Successive backcrosses of the hybrids with S. effi cinarien were
carried out to recover the high-sugar producing types. Thus,
present-day sugarcane cultivars possess a complex interspecific
aneu-polyploid genome with chromosome numbers ranging
from 100 to 130 (Hoearau et al. 2005). This genomic complexity
added to the multigenic and/or multi-allelic nature ol most
agronomic lrails makes sugarcane breeding a difficult task
(Casu et al. 2005).

Molecular markers have a greal potential to help breeders to
develop new mmproved sugarcane varieties. Microsatellites or
simple sequence repeats (SSRs) are one ol the most suitable
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markers ('or genome analysis. They are short segments of DINA
ol one Lo six landem repeated base pairs that are commonly
isolated from enriched libraries in a laborious and time-
consuming process (Jarne and Lagoda 1996). Microsatellite
markers have many applications in sugarcane genetics and
breeding processes mcluding germplasm analysis, cullivar
identification, parent evaluation, genetic mapping and mar-
ker-assisted selection (Cordeiro et al. 2003, Pan et al. 2003a,b,
Adtken et al. 2005). The International Sugarcane Microsatellite
Consortium funded by the International Consortium f{or
Sugarcane Biotechnology (ICSB) developed 259 genomic
microsatellites (gSSRs) to be used for these purposes (Cordeiro
et al. 1999, 2000).

Nowadays microsatellites have been developed for many
plant species through SSR mining in expressed sequence lags
(EST) obtained from partal sequencing of cDMNAs (Cho et al.
2000, Scott et al. 2000, Thiel et al. 2003). A large quantity of
these ESTs has been deposited in the EST databases (http://
ncbinlm.nih.gov/dbEST/). As ESTs represent part ol
expressed genes, they can provide direct mapping ol genes
with known functions allowing candidate genes. involved in
important metabolic pathwavs to be directly evaluated for
associations with important agronomic traits. Moreover, they
are ideal for marker-assisted selection as they themselves may
be the gene which is responsible for the trait of interest (Cato
et al. 2001, Ma et al. 2004).

The sucest, Sugarcane Expressed Sequence Tag Project
{hitp://sucest.lad.ic.unicamp.br/en/) has produced a large col-
lection of ESTs with a great potential to generate molecular
markers. By mining dbSUCEST for SSR, 2005 clusters
containing SSR (EST-SSRs) that are being used as molecular
markers in a sugarcane mapping project (Pinto et al. 2004,
Garcia et al. 2006) were found. The development ol microsat-
ellites derived from expressed sequence tags (EST) opens new
opportunities for genetic investigations at a functional level. In
an attempt to explore the large amount of sequence informa-
tion deposited in the sucesT database lor sugarcane breeding,
the Plant Molecular Biology Laboratory (UNICAMP, Camp-
inas, Sio Paulo, Brazil), in a collaborative effort with the
Centro de Tecnologia Canavieira (CTC. Piracicaba, Siao
Paulo, Brazil), 1s developing a working primer set of
EST-SSRs.
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The present study was undertaken to evaluate the potential
ol a nowvel set of (EST-SSRs) developed from the SUCEST
database as molecular markers for sugarcane breeding. The
objectives were to (1) characterize the polyvmorphism levels of
these novel EST-SSRs, (1) verify the discrimination power
of the EST-SSRs lor fingerprinting, and (i) compare the
polymorphism between EST-SSRs and gSSR considering a
common subset of sugarcane clones.

Materials and Methods

Plant materials: The level of polymorphism generated by EST-55Rs
and gSSRs was evaluated against 13 commercial clones of sugarcane,
Saccharum  officinarum, three Saccharum  species (8. officinarum,
S. barberi and 8. sinense) and the parents (SP80-180 and SPE0-4966)
of a mapping population from the Centro de Tecnologia Canavieira
(CTC-Piracicaba, Sao Paulo, Brazil, Table 1).

DNA extraction and PCR amplification: A modified CTAB-method
(Hoisington et al. 1994) was used to extract total genomic DNA from
300 mg of lyophilized young leaf tissue ground to a fine powder. PCR
reactions were performed in a 20-pl final volume containing 40 ng of
template DINA, 0.2 pm of each forward and reverse primers, 100 pm of
each dNTP, 2.0 mm MgChk, 10 mm Tris-HCl, 50 mm KCl, and
0.5 unit Tag DNA polymerase (Invitrogen, Sio Paulo, Brasil).
Reactions were amplified on a PTC-100 thermocycler (MJ Research,
Watertown, MA, UUSA) as follows: 94°C for 3 min; followed by 30
cycles of 94°C for 1 min; annealing temperature specific for each
primer for 1 min; extension of 72°C for | min and a final elongation
step at 72°C for 2 min. Amplification products were separated by
electrophoresis on 6% denatured PA gels using a 25-bp ladder as a size
standard and silver-stained according to Creste et al. (2002).

SSRs: EST-SSRs were developed from cluster consensus sequences
derived from the Sugarcane Expressed Sequence Tag database
(sucesT/http://sucest.Ibi.dcc.unicamp.brjen/) as detailed described by
Pinto et al. (2004). A set of 100 EST-55R was designed using the
Primer Select software (LaserGene versions 5.01/5.02, DNAStar, Inc.,
Madison, WI, USA) and synthesized by Invitrogen. The stringency
criteria used were the same as described by Cordeiro et al. (2000). The
results obtained with EST-55Rs were compared with 50 gSSRs
(randomly chosen) developed from the International Consortium for
Sugarcane Biotechnology (ICSB; Cordeiro et al. 1999, 2000) screened
over the same sugarcane clones and three Saccharum species.

Polymorphism analysis: The sugarcane clones were scored for the
presence (1) or absence (0) of common bands present in the different
patterns. The amplified fragments produced by the SSRs (EST-SSRs
and gSSRs) were considered alleles of a single locus. The polymorphic
information content for each locus was calculated according to
Cordeiro et al. (2003). The discrimination power was calculated for
each EST-SSR based on Tessier et al. (1999) and was used as a
measure of S5R loci efficiency for variety identification.

Genetic-similarity estimate: The final presence—absence matrix, con-
structed only with polymorphic bands, was used to estimate the genetic
similarity between all the clones evaluated, adopting the Dice similarity
coefficient: (Dice 1945). The genetic relationships among the clones
were visualized by a dendrogram based on the Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Averages, UPGMA (Mever et al. 2004). The
cophenetic coefficient (reqm) Was calculated to measure the correspon-
dence between the genetic similarity matrix and the cluster analysis
(dendrogram). The above analyses were performed with NTSYS-PC
software, version 2.0 (Exeter Software, NY, USA; Rohlf 1993). A
bootstrap method with 1000 replicates was performed to verify if the
number of polymorphic markers used for genetic similarity estimation
was enough to support precise estimates among the sugarcane clones
evaluated by the programme (Lima et al. 2001). This was performed
using a programme developed in the R software (http://www.R-
project.org).

Genetic similarity comparison between EST—55Rs and gSSRs: The two
genetic similarity matrices obtained with EST-SSR and gSSRs data
were compared with measure the degree of relationship between them
by computing the product-moment correlation (r) and the Mantel test
statistic () using NTSYS-PC software, version 2.0 (Exeter Software;
Rohlf 1993). Such comparison was carried out to verify if the genetic
similarities generated by the two types of S5Rs data (EST-55Rs and
£55Rs) provide similar genetic measures.

Results

Polvmorphism analysis

The 100 EST-SSRs were initially tested in agarose gels to
verily the presence and quality ol product amplification. Out
of these, 62 were screened in denaturing polvacrylamide gels
for banding patterns of high quality, with 51 EST-S5Rs being
selected for genetic similarity analysis (Table 2). Most of these
EST-SSRs have homology to genes ol mlerest (Table 3). The

Tablke 1: Sugarcane clones investi-

gated in the present study with Clone

Pedigree! Origin

their pedigrees relationship cover-
ing two generations and their
breeding origin

CB3624

SP791011

CB4077

TACS1 205

RB739359

SP701284

TACH4257

SP711406

SPEO32E0

RB&55035

SP7961 34

SP792313

RBE55536

SP49666

SPROLIEO

Ganda Cheni (5. barber?)
II76-314 (5. offtcinarum)
Maneria (S, sinense)

[POJ2364 x EK 28] POJ 2878 = 7

[CO419 = CO419] NAS6TY = COT75 [POJ2ETE = CO371]
[POI2364 « EK 28] POJ2ZETS = CO290 [CO22]1 = D74]
[POI2364 « EK 28] POJ2ETE = 7

[CO419 = MZ336] TANESS34 = 7

[POJ2ETE = 7] B4l 76 = 7

[POI2ETE = CO290] CO419 = TAC49-131 [CP27108 = 7]
[CO419 = CO419] NAS6TY = 7

[CP5530 = CP5376] SP71-100858 = H575028 [H49134 = 7]
[CP521 = CP45103] Lo014 = SPT01284 [CB4176 = 7]
[H53263 =« H507209] He34644 = 7

[CP5659 = 7] SPT1-6106 = 7

[TAC48-65 = 7] SPT0-1143 = RB72454 [CP5376 = 7]
[NASETY =« 7] SPT11406 = ?

[B3337 = 7] B3337 = 7

S. barberi =7

S. officinarum =77

5. sinense = 7

Campos, Brazil
Siao Paulo, Brazil
Campos, Brazil
Campinas, Brazil
Republic of Brazil
Sao Paulo, Brazil
Campinas, Brazil
Sao Paulo, Brazil
Sao Paulo, Brazil
Republic of Brazil
Sao Paulo, Brazil
Sao Paulo, Brazil
Republic of Brazil
Siao Paulo, Brazil
Sao Paulo, Brazil
Saretha, India
Iryan, Java
Pansahi, China

"Extracted from Caiana/IAC software.

7, polycross.
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Table 2: Polymorphism characterization for 51 EST-55Rs and 50 gSSRs. Number of alleles (A), expected product size, allele range (bp),
polymorphism information content (PIC) and discrimination power ()

Ex pecged. Allele range

Exp@cgﬁd Allele l'%l]g&

EST-SSR' A size” (bpr PIC D 2SSR A size” (bpy PIC D
SCAD3 5 181 187-209 0.71 0.79 SMC863CG 7 296 268-309 0.82 1.00
SCA04 3 170 184-227 0.59 0.21 SMCT765BS 8 298 46-326 0.83 0.98
SCA06 9 238 215-233 0.81 0.98 SMC39BUQ 10 143 145-163 0.87 0.97
SCA07 8 201 207-227 0.82 0.96 CIR67 12 142 72-139 0.89 0.98
SCAILD 7 195 204248 0.80 0.99 SMC415MS 4 338 284-304 0.86 0.99
SCAI2 11 269 223-251 0.87 0.98 SMC20S5FL 10 318 248-272 0.83 0.96
SCAl4 7 186 193-207 0.78 0.97 SMC21AS 15 133 121-146 0.91 1.00
SCALG 10 165 167-189 0.87 0.99 SMC119CG 12 119 109168 0.89 1.00
SCA17 11 212 146-192 0.75 0.82 CIR36 16 166 128158 0.91 1.00
SCA19 2 191 202-216 0.21 0.30 CIRSS 9 333 288-341 0.83 0.99
SCA22 4 185 180-194 0.65 0.80 SMC36BUIQ 6 118 117-163 0.76 0.93
SCA26 10 183 171-200 0.87 0.98 SMC319CG 10 183 139-166 0.87 0.93
SCBO1 4 193 165-196 0.70 0.91 SMCI0SSHA 7 224 212-278 0.79 0.99
SCB02 6 164 182-205 0.34 0.81 CIR35 8 173 154182 0.80 0.98
SCB06 5 176 163193 0.67 0.70 CIR 14 5 240 223-236 0.64 0.79
SCBO7 13 291 223-300 0.90 1.00 CIRI11 7 235 214-156 0.83 0.56
SCBOS 3 176 176-183 0.59 0.45 CIR21 18 181 106149 0.91 1.00
SCBI2 6 147 107-182 0.71 0.60 CIRS6 17 184 128-170 0.90 1.00
SCB13 5 133 132-145 0.67 0.86 SMC843BS 12 201 172-208 0.90 0.97
SCB14 12 297 263-289 0.90 1.00 SMC687CS 5 203 195-211 0.67 0.81
SCBI6 6 234 262-306 0.71 0.87 SMCIOIIHA 8 276 174-233 0.83 0.81
SCBI7 6 158 94166 0.80 0.86 CIRSS 7 318 287-299 0.90 1.00
SCB25 6 191 192-207 0.78 0.86 CIR12 14 279 151-279 0.81 1.00
SCB27 6 213 203-232 0.78 0.94 SMC1235FL 9 88 76-107 0.83 1.00
SCB35s 6 180 199-217 0.74 0.82 SMC445MS 17 187 113-232 0.92 1.00
SCB37 6 187 182-214 0.77 0.87 SMCI04THA 15 166 137-171 0.89 1.00
SCB38 5 210 207-229 0.72 0.81 CIR24 7 265 216-242 0.78 0.93
SCB39 8 146 111144 0.83 0.96 CIR25 5 300 274-293 0.68 0.90
SCB40 7 155 165-188 0.79 0.91 CIR26 10 134 116-138 0.83 0.92
SCB41 21 163 81-165 0.93 0.98 CIR28 12 419 255-315 0.89 1.00
SCB43 4 330 255-200 0.67 0.78 CIRS0 9 263 185-298 0.83 0.97
SCB45 12 110 94160 0.84 0.99 CIR4 7 289 263298 0.81 0.98
SCB47 7 236 220-242 0.82 0.83 SMC232MS 3 157 162-210 0.47 0.21
SCB48 3 218 199-213 0.57 0.29 SMC477CG 7 168 85139 0.79 0.64
SCB49 3 454 322-373 0.59 0.60 SMC31CUC 13 225 149-190 0.89 1.00
SCBS1 6 416 339-372 0.76 0.97 SMC2017FL 14 229 215-252 0.90 1.00
SCBS2 11 145 89—149 0.87 0.95 SMCI069HA 5 195 155-206 0.55 0.81
SCBS3 12 113 95142 0.90 0.81 SMC222CG 9 198 158183 0.85 0.97
sccnl 15 298 266-306 0.90 1.00 CIR23 9 281 261-332 0.85 0.95
sCco2 5 202 198-217 0.73 0.28 CIRSI 6 272 251-279 0.72 0.75
SCC03 2 227 230-242 0.30 0.35 SMC2039FL 7 275 146-163 0.79 0.91
SCC04 9 218 198-214 0.84 0.98 SMC2024FL 8 275 193-206 0.584 0.97
SCC05 8 179 149-196 0.82 0.97 SMC260MS 5 236 201-223 0.71 0.93
scco7? 4 228 201-228 0.62 0.83 SMC280CS 3 238 215-221 0.41 0.11
SCCl10 6 252 220-262 0.69 0.67 CIR32 15 211 162-248 0.90 1.00
SCCI13 7 356 303-352 0.79 0.97 SMC236CG 8 210 161-225 0.82 0.53
SCCI15 5 203 152-215 0.71 0.84 CIR 1S 8 215 170189 0.584 0.96
SCCl6 3 229 227-251 0.45 0.31 CIR31 7 215 183-197 0.81 0.94
sCC17 14 137 115-150 0.89 1.00 CIR1 21 227 118-244 0.93 1.00
SCCI18 4 129 121-132 0.53 0.65 CIR74 8 226 210-232 0.78 0.75
SCC19 8 238 242-281 0.78 0.94

Total 369 — — 474 — —
Mean 7.2 0.73 0.80 9. 0.82 0.89
Clyosssy — 0.69-0.77  0.74-0.86 — 0.79-0.85 0.84-0.94

'EST-SSR primer sequences are under a confidentially agreement. Contact A. P. de Souza (anete@unicamp.br).
2]E.!:p@t::lnsacl size of the amplified product obtained by primer select (Laser gene) programme.

*Allele range estimated by linear regression.

51 EST-SSRs detected 369 alleles ol which 64 (17%) were
monomorphic among the clones evaluated. Allele number

ranged Irom 2 (SCAI19; SCC03) to 21 (SCB41) with a mean ol

7.2 alleles per EST-SSR. Most of the EST-SSRs showed high
values ol polymorphic information content (PIC) with an
average ol 0.73. The greatest PIC wvalue was observed for
SCB41 (0.93) whereas the lowest one (0.21) was lor SCAL9.
The 50 gSSEs used lor polymorphism comparison generated
474 alleles of which 44 (9% ) were monomorphic. The number

of alleles varied from 3 (SMC232MS) to 21 (CIR1), with a
mean ol 9.5 alleles per gSSE. The PIC values ranged from 0.41
(SMC2B0CS) to 0.93 (CIR1) with a mean value ol 0.82.
Owerall, the polymorphism obtained with gSSR, in a similar
sample of sugarcane clones, was higher than those obtained
with EST-SSRs. This was based on the comparative distribu-
tions of polymorphism shown in Fig. 1. The majority of the
EST-SSR loci had four to six alleles in contrast with the seven
to mine observed for gSSR loci. Approximately, 35% ol gSSRs
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Table 3: Relation of the 51 EST-

EST 1 IUEH0|Ug}’2

(ACO06234) (1-4)rbeta-mannan endohydrolase

(AL391711) putative protein

q42976|nltd_orysa non-specific lipid-transfer protein 4 precursor
565572 patern-formation protein GNOM

No hits found

Mo hits found

Mo hits found

(ABOO9048) gene_id:K 15E6.9 unknown protein

(AP0O02482) ESTs D41739(84522)

(ACOD6592) putative peroxidase

Mo hits found

T05613 hypothetical protein FO9D16.

(AF034945) glycine-rich RINA binding protein

(ACO82644) putative centromere/microtubule binding protein
(ACO18363) putative protein phosphatase-2C (PP2C)
(ABO13392) pyrophosphate-dependent phosphofructo-1-kinase-like protein
(AF315811) RNA-binding protein

(ABOOT649) gene_id:MLE2.11

Mo hits found

(D28861) RNA binding protein, RZ-1

(APOO1168) Similar to mRNA for DREBIA (ABOO7787
(AP002524) contains ESTs ATT032708(S13763), D47951(813763)
(ACDO3673) putative protein kinase

(AL163815) putative protein

(X67324) MFSIS

(L14063) O-methyltransferase

Mo hits found

(AB023482) ESTs AUOS8081(E30812)

(X97022) lamin

(ALD49525) putative protein

(APO02743) putative pyrophosphate-dependent phosphofructo-1-kinase
(ACOO4665) putative phosphomannomutase

(AP002746) putative zinc finger transcription factor
(ACO04665) hypothetical protein

(AF310215) glycine-rich RNA-binding protein

(ACO08261) hypothetical protein

Mo hits found

Mo hits found

(Z97022) cysteine proteinase

(AF130975) plasma membrane intrinsic protein

(AF241166) MAP kinase MAPK2

(ABO19235) contains similarity to DN A-binding protein~gene_id:MMI9.9
(X75670) cytochrome b3

(ABO0O15475) contains similarity to gibberellin-stimulated

transcript 1 like protein~gene_id: MMNI10.7

S55Rs with their motif and expected EST-SSR! Motif

EST homology T (ACR0
SCAN4 (TGH9
SCAD6 (TGH2
SCAO07 (AC)T
SCA10 (GAYT
SCAIl2 (TA)29
SCA14 (AG)23
SCAl6 (AG)25
SCA17 (AG)32
SCA19 (CGW
SCA22 (TA)YID
SCA26 (TGl
SCBO1 (CGGYT
SCBO2 (AGA)S
SCBO6 (GCC)8
SCBO7 (CGA)S
SCBOS (GGTie
SCBI12 (GCC)5
SCBI13 (ACG)S
SCBl14 (CGT)H8
SCBl6 (CGG)S
SCB17 (GTC)6
SCB25 (AAT)YT
SCB27 (AGT)6
SCB35 (CCG)S
SCB37 (GCCH6
SCB38 (GTC)8
SCB39 (CGC)H8
SCB40 (GCC)S
SCB41 (CGA)NS
SCB43 (CGAY9
SCB45 (GTA)YT
SCB47 (CGC)S
SCB48 (CTA)S
SCB49 (GCC)S
SCBS51 (TCAG
SCB52 (CCG)S
SCBS53 (GCG)S
SCCol (GATA)4
SCCcoz (CGGO)S
SCCo3 (CCAC)4
SCCo4 (GGAT)6
SCCos (TGCT)4
sSCCo7 (CTAG)3
SCCl10 (AGGC)3
SCC13 (TGCG)S
SCC15 (TAAT)IIS
SCCl6 (TCTAM
sSCC17 (ACGC)S
SCCI18 (AGGA)3
SCC19 (AGCC)S

Mo hits found

(ACO084320) putative actin-depolymerizing factor

Mo hits found

(M 57249) phospholipid transfer protein

(AF060198) PsbY precursor; putative photosytem II peptide
(ABOOY053) permease |

Mo hits found

'EST-SSR primer sequences are under a confidentially agreement. Contact A. P. de Souza (anete(@uni-

camp.br).

*EST homology: annotation of the best homologue identified by BLASTX (available in sucesT database).

had PIC values around 0.90, in contrast to 15% of the EST
SSRs.

Discrimination power

The discrimination power () was high for the majority of

EST-S55Rs (with an average wvalue ol 0.80 reaching the
maximum value (1.00) for EST-SSRs SCB0O7, SCB14, SCCOI
and SCCI17 (Table 2). For gSSRs, 1t ranged from 0.11
(SMCBEOCS) to 1.0 (SMCE63CG, SMC2IAS, SMCI119CG,

CIR36, CIR21, CIR56, CIR58, CIRI12, SMCI1235FL,
SMC445MS, SMCIO4THA, CIR2S, SMC31CUQ,
SMC2017FL, CIR32, CIR1) with a mean wvalue of 0.89.

68

Although parameters such as number of alleles and PIC were
less mformative for the EST-SSR loci, no differences were
found between discrimination power averages lor the two
types of SSR (Fig. 1). In fact, for this parameter, the mean
value obtamed by the two types ol SSRs did not differ
considering the significant confidence interval of 95% (Ta-
ble 2).

Genetic similarity

Genetic similarities (GS) based on Dice coeflicients were
obtained for all possible 153 pairwise comparisons calculated
with 305 polymorphic markers amplified by 51 EST-SSRs.
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Fig. 1: Comparative distributions of (a) number of alleles, (b) Poly-
morphism information content (PIC) and (c) discriminatory power (d)
between gSSRs and EST-SSRs

These 153 pairwise combinations gave an average GS value of
0.62. Genetic similarity values varied from 0.46 (SP791011 and
1J76-314) to 0.74 (RB855563 and RB739359). Among the
species evaluated, S. barberi was more related to §. sinense
(0.57) than 8. officinarum (0.52) while 5. barberi vs. 8. offici-
narum was more distant (0.48). The mean GS value among
these species was 0.52. A genetic similanty value of 0.69 was
found between SPE0180 and SP804966. These two sugarcane
elite clones were selected rom the CTC (Centro de Tecnologia
Canavieira, Piracicaba, Sio Paulo, Brazil) breeding pro-
gramme and are being used in the construction of a genetic
map (Garcia et al. 2006) and for the mapping of QTL.

For g8SR, GS estimates were based on 430 polymorphic
markers derived (rom 50 loci. The highest GS-value (0.75) was
observed between the SP791011 and SP711406 clones that are
half’ sibs (Table 1). The most genetically distant clones were
S, officinarum and ITACS1205; S, officinarum and SPR04966

(a)

Bas24
RE&55035
REB730350
RBa55552
B4077
& snenss
SPT01284
P7O1011
SPT92313
r SPT11408
| SPB04065
. IACE4257
- IACS1205
SPB03280
Fe0180
SPT96124
S barber!
5. omrcinanim

.00

0.TE 0.88 1

Dilca coatchant

0.63

0SSRs
CBaB42
{ { SPTI1011

1 SPT11408

[ CB4077
P7O1204
RET3I0G50
5. slnense
=l ACE425T
P7o2313
SPag3aso
RBS55035
RBA55563
PRO40E6E
-SPacan
IACE1205
PTo6134
5. barbeit
- 5. Officinaiam

1.00

0.53 0.8

Fig. 2: Dendrogram base on the Dice similarity coefficient and
UPGMA clustering method. (a) Calculated with EST-SSRs data. (b)
Calculated with gSSRs data

5 077
Dice costliclant

showed a GS-value ol 0.49. On average, the GS-value obtained
with gSSR was 0.61. The GS between 8. officinarum and
S, sinense was almost the same (0.58) as that observed between
S barberi and S. sinense (0.57) while S. barberi and S, offici-
narwm was the most genetically distant {(0.51). The mean GS-
value among these species was 0.55. For the SPEO180 and
SPE04966 mapping parents, the GS-value was 0.61 and
equivalent to the average.

Based on bootstrap analysis (data not shown), the mean
coellicient variation (CV) value obtained with 430 gSSR and
305 EST-SSR polymorphic markers was 4.73% and 542%,
respectively. This 1implies that the number ol polymorphic
markers used were suflicient to produce reliable (GS estimates.
Interestingly, the number of EST-SSR polymorphic markers
{80 markers) needed to reach a 10% CV-value that is usually
recommended, was lower than that required for gSSRs (90
markers).

Although differences in pairwise GS values were observed
for each type of marker (gSSRs and EST-SSRs), the corre-
lation between GS was high (r = 0.71/P = 0.99) and signifi-
cant. This result shows that EST-SSRs can be successlully
used lor sugarcane genetic relationship analysis.

Cluster analysis

The genetic relationships among the sugarcane clones evalu-
ated lor each type of SSR are represented by dendrograms in
Fig. 2. The cophenetic values were high and significant for
both types of SSR (regsrssp = 0.85; P =0.99; r = 4.4 and
ressr = 0.87; P = 099; r = 4.6) indicating a good lit with
genetic similarity values. The clones were not separated into
clear distinct groups but into a large number ol sub-clusters
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demonstrating a weak form of structuration

sugarcane varieties evaluated.

among the

Discussion

In the present work, the polymorphisms obtained with a subset
of 50 EST-SSRs were compared with those generated by 50
¢SSR, considering parameters such as number ol alleles,
polymorphism information content, discrimination power and
their ability to establish genetic relationships among sugarcane
clones.

The results demonstrate that EST-SSR
generate  suflicient  polymorphism
molecular markers in sugarcane genetic investigations. The
number of alleles and PIC values revealed by the 51 EST-SSRs
were close to those reported in sugarcane polymorphism
analyses using a few gSSR (Cordeiro et al. 2003, Pan et al
2003a).

The power of SSRs to distinguish sugarcane varieties have
been shown in several studies (Jannoo et al. 2001, Pan et al.
2003b). In fact, the polyploid nature of sugarcane makes SSR
markers 1deal for lingerprinting (Cordeiro 2001). The lack of
difference between discrimination power averages ol the two
types ol SSRs confirms the ability of EST-SSE o generate
unique sugarcane lingerprints.

The high value of the average GS (0.61) exhibited with SSRs
(EST-55Rs and gSSRs) reveals the narrow genetic base of
sugarcane clones, attributed to crosses involving common
parents (Table 1). As has been seen, the exchange ol matenals
among breeding programmes has lead to the repeated use of
varieties derived from good performing crosses (Nair et al
2002, Arro 2005) as parents. This 18 the case ol POJ2ZETE,
mtroduced into most sugarcane research stations ol the world
(Lu et al. 1994), which was used as the progenitor parents ol
varieties derived from several dilferent breeding programmes
(Table 1). Either with gSSRs or EST-SSRs, the highest GS
values were observed among related sugarcane clones. This
was the case ol SPE04966 denved from SP711406 and clones
SP791011 ws. SP711406, CB3624 vs. CB4077, CB4077 wvs.
IAC51205 and CB3624 vs. IACS51205 that are hall sibs.

The dendrograms generated with each type of SSR did not
cluster sugarcane clones into well-defined groups. This result 1s
somewhat expected in sugarcane cluster analysis as a conse-
quence of the high levels ol ploidy and heterozygosity which
retains a large proportion ol alleles derived {rom the parents
involved in the initial interspecific crosses (Lu et al. 1994, Lima

able to
to ensure their use as

loci are

et al. 2001) allied to the small number of 8. spontaneum
parents used in the ancestry ol most modern varieties.
Dendrogram  differences observed between EST-SSR and

¢SSR are probably due to the number ol markers and the
different portion of genome sampled by each SSR type.
MNevertheless, both dendrograms are 1in agreement with pedi-
gree information covering two generations (Table 1), reinfor-
cing that GS measures derived from SSR markers can be used
for planning crosses between divergent sugarcane clones.

Out of the six species that encompass the genus Saccharum
(S. officinarum, S. barberi, 8. sinense, 8. sponianewm L.,
S. robusium, and §. edule Hassk.), three were mnvestigated in
this study (8. officinarum, S, barberi, S. sinense) lor poly-
morphism comparisons between EST-SSRs and gSSRs.
Because only one accession was used Lo represent each species,
it 15 difficult to draw well-delined genetic relationships among
them. However, for both types of SSR., §. officinarum (1176-

314) formed a single group that was closer to S. barberi
{Ganda Chem) and was clearly separated [rom 8. sinense
{Maneria). This same result was observed using 1121 poly-
morphic markers derived from AFLP (Lima et al. 2001).

The low levels of polymorphism commonly displaved with
molecular markers derived rom gene sequences can limit their
wide-spread use in genetic analysis. However, compared with
other gene-targeted marker systems, the degree ol genetic
diversity sampled by EST-8SRs seemed promising for gener-
ating reliable genetic parameter estimates for assessment ol
sugarcane variability. As reported by Arro (2005). the cluster
patterns generated by TRAP (Target Region Amplification
Polymorphism) markers in 63 sugarcane clones did not reflect
their pedigree relationships, as hall-siblings, and even full-
siblings failed to group in the same cluster. On the contrary, as
SSRs have high mutation rates and therefore may show high
variation between individuals, some degree ol polymorphism is
more expected, even in conserved regions.

Finally, the lact that most of the EST-SSRs have homology
to genes (Table 3) counterbalances their relatively low levels of
polymorphism in relation to those derived from anonymous
markers such as gSSRs. Thus, EST-SSRs will contribute to the
knowledge of genetic diversity ol sugarcane, extending it to the
functional level.
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Abstract

Breeding in sugarcane (Saccharum spp.) is time-consuming due to the highly heterozygous
nature of this tropical crop, coupled with interespecific origin of present-day cultivars.
Commercial sugarcane plants are the result of a limited series of crosses and backcrosses
derived from the domesticated species S. officinarum (2n=80) and the wild species S.
spontaneum (2n=40-128), presenting the most complex genome of any crop. Their genome
has been unraveled because of the development of molecular markers and genetic linkage
maps. The growing availability of EST (Expressed Sequence Tags) sequences provides a
potentially valuable source of new DNA markers. We have examined the SUCEST
(Sugarcane expressed Sequence Tag Project) database and developed EST-SSRs. Thus to
enhance the resolution of an existing linkage map and to identify putative functional
polymorphic gene loci in a sugarcane commercial cross, 149 EST-derived SSRs and 10
EST-derived RFLPs were screened among the 100 F1 of the SP80-180 x SP80-4966
mapping population. Evaluation of these ESTs resulted in 576 EST-SSR and 47 EST-RFLP
polymorphic markers. With the AFLP, SSR and RFLP markers already analyzed in the
previous map, we generated 2303 polymorphic markers, of which 1669 (72.5%) were
single-dose (SD — segregated 1:1 and 3:1) markers. Map analyses were carried out using
JoinMap and OneMap algorithm. Of these 1669 SD markers, 664 (40%) were scattered
onto 192 co-segregation groups (CGs) with a total estimated length of 6261.1 cM. Eighty-
five CGs from the previous map were conserved, 30 CGs were modified due to EST-
derived marker integration and 77 new CGs were formed. Using SSR and RFLP, both
genomic and EST-derived, we succeeded in forming 120 of the 192 CGs into fourteen

putative homology groups (HGs). The genome coverage was significantly increased in the
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current map. The 149 EST-SSRs and 10 EST-RFLP were subjected to BLASTX search
against all GenBank databases, of which putative function was assigned to 113 EST-SSRs
and 6 EST-RFLPs based on high nucleotide homology to previously studied genes. Some
important enzymes from sugarcane metabolism were identified. The integration of EST-
derived markers improves the map, makes it possible to consider additional fine mapping of
the genome, and provides the means for developing ‘perfect markers’ associated with key
QTLs and for comparative genomics. In summary, we have constructed the first genetic
linkage map of sugarcane that is predominantly populated by functionally associated

markers.

Keywords Sugarcane, Functional map, ESTs, Polyploid, Mapping
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Introduction

Modern sugarcane cultivars have a highly polyploid, aneuploid genome with chromosome
number ranging from 100 to 130 (Roach 1969). These modern cultivars are interspecific
hybrids derived essentially from crosses between Saccharum officinarum (2n=80, x=10), a
species that has stalks with high sugar content, and Saccharum spontaneum (2n=40-128,
x=8), a wild, vigorous species that is resistant to several sugarcane diseases. In order to
reduce the contribution of S. spontaneum and to enhance the sugar content of the hybrids, a
series of backcrosses to S. officinarum was undergone in early breeding programs, in a
process known as nobilization. Hence, modern cultivar genomes are predominantly derived
from S. officinarum, with only 15-25% of their chromosomes contributed by S.
spontaneum, as has been shown using genomic in sifu hybridization (GISH) (D’Hont et al.
1996; Piperidis et al. 2001) and by molecular marker approaches (Grivet et al. 1996;
Hoarau et al. 2001). Because of their high polyploidy and interespecific origin, these
cultivars produce progenies with aneuploid chromosome numbers.

Due to the complexity of the sugarcane genome, which appears difficult to be
deciphered, sugarcane genetics had received little attention from plant scientists. However,
a vast array of genomic tools became available and new opportunities have been opened to
refine our understanding of the genetic architecture of sugarcane and to explore its
functional system (Hoarau et al. 2006). The development of ubiquitous genetic marker
technologies in conjunction with increased computational capability has provided abundant
resources for whole-genome linkage analysis.

Among the DNA marker systems available, microsatellite or simple sequence repeat

(SSR) is a preferred technology for plant genome analysis (Morgante and Olivier: 1993).
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These markers are characterized by their simplicity, abundance, variation, co-dominance
and multi-alleles among genomes (Powell et al. 1996). Recent studies revealed that gene
transcripts can also contain SSRs, and the abundance of ESTs (Expressed Sequence Tags)
has become an attractive potential source of microsatellite markers (Kantley et al. 2002).
Indeed, electronic searches in genome databases may represent a simple, fast and
economical way to obtain SSRs. With the spread of EST projects, SSRs have been
developed for many plant species through SSR mining in EST sequences, including
Triticum aestivum L. (Gupta et al. 2003; Gao et al. 2004; Nicot et al. 2004), Medicago
truncatula (Eujayl et al. 2002), Vitis nivifera (Decroocq et al. 2003), Grossypium (Saha et
al. 2003; Han et al. 2004; Qureshi et al. 2004; Han et al. 2006) and Citrus (Chen et al.
2006). In the past few years, several projects for the sequencing of sugarcane ESTs have
been initiated in South Africa (Carson et al. 2000), Brazil

(http://sucest.lad.ic.unicamp.br/en/) and Australia (Casu et al. 2001), allowing the

development of EST-SSRs for Saccharum (Cordeiro et al. 2001; Pinto et al. 2004). The
EST collections provide the opportunity for intensive development of functionally
associated markers. ESTs can provide direct mapping of genes with known function
allowing candidate genes involved in important pathways to be directly evaluated for
associations with important agronomic traits (Cato et al. 2001; Ma et al. 2004). Moreover,
their presence in conserved transcribed regions makes them more transferable across
species and to closely related genera, an aspect that would increase their value in a breeding
programme.

The Sugarcane Expressed Sequence Tag Project (SUCEST) produced 237.954 EST,
from 26 cDNA libraries constructed from several organs and tissues sampled at different

developmental stages, assembled in 43.000 clusters (Vettore et al. 2001), giving rise to the
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most complete dbEST for sugarcane (http://sucest.lad.ic.unicamp.br/en/). These 43.000

transcript products are believed to represent 90% of the sugarcane genes with over 30%
corresponding to new genes (Vettore et al. 2003). Pinto et al. (2004) mined EST-SSRs in
this bank and identified 2005 clusters containing SSR that in turns represents around 5% of
the entire cluster population of the bank.

The first-generation molecular marker-based genetic maps for agronomically important
plant species have been largely based on anonymous genetic markers. Due to the fact that
polyploidy dictates particular constraints for mapping, the development of a low-density
genetic map for sugarcane requires much more work than for a diploid species. When
polyploidy is high and pairing is polysomic or irregular, alleles presented as a single copy
are much more informative for genetic maps construction than any other (Wu et al. 1992).
Based on this method, partial genetic maps have been produced for S. spontaneum (Ming et
al. 1998; Al-Janabi et al. 1993; da Silva et al. 1993; Ming et al. 2002), S. officinarum
(Mudge et al. 1996; Guimardes et al. 1999) and modern cultivars (Grivet et al. 1996;
D’Hont et al. 1994; Hoarau et al. 2001; Aitken et al. 2005; Raboin et al. 2006; Garcia et al.
2006). However, coverage of the genomes surveyed is still incomplete and none of the
published maps of sugarcane are saturated yet. Although the current set of genetic markers
provides the means to anchor maps across different pedigrees and to establish linkage with
QTL for agronomic traits, they are not in general saturated enough to narrow the search to
small areas in the genome.

In this paper, we report the development of the first functionally associated marker-
based genetic linkage map for sugarcane, using EST-RFLP and EST-SSR marker
technologies. These EST-derived markers were integrated into an existing framework of a

genetic map for a commercial cross (Garcia et al. 2006), increasing the marker density and
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coverage of the existing map. This gene-based map will enable the precision of QTL

mapping and would be useful for sugarcane breeding programs.

Materials and Methods

Plant Material

Genetic mapping was conducted using a population made of 100 random chosen
individuals obtained by the cross between the commercial cultivars SP80-180 [B3337 x
polycross] and SP80-4966 [SP71-1406 x polycross]. SP80-180, the female parent, has
lower sucrose content and high stalk production, whereas SP80-4966, the male parent, has
higher sucrose and lower stalk production. Both parents and population were developed at
the Experimental Station of the Centro de Tecnologia Canavieira-CTC (Camamu-BA,
Brazil). Total genomic DNA of mapping progenies was extracted from 300mg of powdery
lyophilized young leave tissue according to the method described by Hoisington et al.

(1994), with minor modifications.

Genotypic data and marker notation
Five types of markers were used to genotype the parents and the 100 progeny individuals.
RFLP, AFLP and SSR markers had already been generated and coded as described in detail

by Garcia et al. (2006). EST-SSR and EST-RFLP markers were generated as follows:
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EST-SSR

From the 372 EST-SSRs that were developed from the SUCEST db (Pinto et al. 2004;
Pinto et al. 2006), 149 were selected for genetic mapping in the SP80-180 x SP80-4966
population. Part of these EST-SSRs were screened in the mapping population according to
Pinto et al. (2004). Amplification products were separated by electrophoresis on 6%
denatured polyacrilamide gels (w/v) using a 25bp ladder as a size standard and silver
stained according to Creste et al. (2002). The other part of these EST-SSRs was performed
following the protocol described in Raboin et al. (2006). Then, the samples were resolved
on 5% denatured polyacrilamide gels (w/v), dried and exposed to X-ray film (Fuji RX) for 4
days. In these cases, a 10bp ladder was used as a size standard.

The nomenclature of these markers was: EST followed by a letter and a two digit code
number that represent the motif type and EST-SSR number, respectively (A: for di-; B: for
tri-; C: for tetranucleotide primer pairs); followed by a number referring to the amplified
allele and a letter to denote parental polymorphism origin. Parental polymorphism origin
was designated according to the cross type of marker locus, following notation of Wu et al.
(2002) and detailed in the previous map of this population (Garcia et al. 2006). “D1”
corresponds to marker locus heterozygous in SP80-180 and homozygous in SP80-4966,
“D2” represents marker locus heterozygous in SP8049-66 and homozygous in SP80-180,

while “C” indicates marker locus heterozygous in both parents.

EST-RFLP
20 microgrammes of genomic DNA were individually digested with 10 restriction enzymes
(BamH I, Bgl I, Dra I, EcoR I, EcoR V, Hind III, Pst I, Sal I, Sst I e Xba I) in order to

prepare the membranes that were used with EST probes. Restriction fragments were loaded
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on 0.8% (w/v) agarose gels that were submitted to electrophoresis in a TAE buffer (40mM
Tris acetate, pH 8.0, 2mM EDTA) at 25V for 22h and transferred to nylon membranes
(Hybond-N*, Amersham, UK). 40 EST probes deriving from SUCEST (Sugarcane EST
Project, FAPESP), obtained from BCC Center (Brazilian Core Collection Center,
Jaboticabal, SP, Brazil), were radioactively labeled with a-dCTP* (Feinberg and
Volgelstein 1983). Hybridizations were performed in a HYB solution (0.5 M Na,PO, pH
7.2, 1% BSA, 7% SDS, 100 pg/mL sheared herring sperm DNA) at 65°C for 18-24 h. The
membranes were washed once for 20 min at 65°C in each of the following solutions:
solution I (2 X SSC; 5%, SDS), solution II (1 X SSC; 5% SDS 5%) and solution III (0.5X

SSC; 5% SDS) and placed on an X-Omat (Kodak) film for at least 7 days at -80°C.

Probes from expressed sequences (EST-RFLP) evaluated in the population were named Est
plus a number according to the corresponded gene. Markers from the same EST probe were
identified by probe code followed by a letter indicating a decrease in the size of the

fragment and a letter to denote parental polymorphism origin (D1, D2, C).

Marker scoring

All segregating bands that were distinct and unambiguous were scored independently as a
dominant marker, based on the presence (1) or absence (0) in the progeny of the mapping
population. Since sugarcane is highly polyploid, only single-dose markers (Wu et al. 1992)
were used for map analysis. Each marker was tested against the expected ratios using chi-
square test (xz) for single dose markers, considering the ratios 1:1 and 3:1. Thus, marker

segregation types were identified for deviation from the segregation ratios of 1:1 and 3:1,
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expected for markers in single-dose in only one of the parents and markers in single-dose in
both parents (referred here as double single-dose markers), respectively. All loci with
strong deviation from expected proportions were discarded after controlling type 1 error for
multiple tests (Garcia et al. 2006). The molecular data from EST-SSR and EST-RFLP
single-dose markers were then added to data from AFLP, SSR and RFLP markers used to
construct the previous genetic map developed by Garcia et al (2006), which was used as a

framework.

Linkage analysis and map construction

We basically made the analysis following the procedures proposed by Wu et al. (2002) and
implemented in the OneMap software (Garcia et al. 2006), using the previous map as a
framework. As pointed out by Garcia et al. (2006), this procedure has several advantages
over the ones used by the JoinMap software (Stam 1993). In short, two-point analysis was
carried out using minimum LOD Score threshold of 5 and 35 cM (Kosambi) for the
recombination fraction. The clusters of linked markers (co-segregation groups, CGs) were
then ordered using the Rapid Chain Delineation algorithm (Doerge 1996) and the final
position of markers was refined using three-point analysis based on the likelihood. Markers
that could not be correctly positioned were set as accessories. Then, the ordered CGs were
assembled into homology groups (HGs) based on common RFLP, SSR, EST-RFLP or

EST-SSR markers linked in coupling or repulsion phase.
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Results

EST-derived markers evaluation

EST-SSR

A total of 372 EST-SSRs were developed and screened against the parents and 6 F1
progeny individuals from the F1 mapping population (SP80-180 x SP8049-66) in order to
determine polymorphism levels. This includes the EST-SSRs already described by Pinto et
al. (2004, 2006). Of these, 149 polymorphic loci, with at least two band differences and
segregating in the population sample as dominant genetic markers, were selected and
scored across the population. These 149 EST-SSRs produced 576 polymorphic bands of
which 332 (57.6%) were single dose markers (1:1) (Table 1). Out of these 332 markers, 161
(48.5%) segregated in the SP80-180 gametes (D1 —cross type “ao x 00”) and 171 (51.5%)
in the SP80-4966 gametes (D2 — cross type “oo x ao”) (Table 2). An additional 183
(31.8%) EST-SSR double single-dose markers (C — cross type “ao x ao”) were added to
the map (Table 1). The number of segregating markers identified with each EST-SSR
ranged from 1 to 10 with an average of 3.5. Neither the markers with two or higher allele
dosage nor the markers that did not fit expected segregation ratios (1:1 or 3:1) were

exploited in this work.

EST-RFLP

Out of 36 EST probe/enzyme combinations, 10 were selected and screened in the mapping
population. A total of 47 polymorphic markers were generated, of which, 37 (78.7%) were
segregating in expected ratios (1:1 and 3:1) (Table 1). Of these 37 markers, 13 (35.1%)

were polymorphic in SP80-180 (D1 — cross type “ao x 00”), 14 (37.8%) were polymorphic
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in SP80-4966 (D2 — cross type “oo x ao”) and 10 (27.1%) were polymorphic in both
parental genotypes (C — cross type “ao x ao”) (Table 2). The 10 remaining markers had

distorted segregation and were discarded.

Table 1 Overall markers screened across progeny of SP80-180 x SP80-4966 cross: number
of polymorphic markers and single- and double single-dose markers.

Markers RFLP SSR

AFLP Genomic | EST | Genomic | EST | Total
Number of markers evaluated 1104 221 47 355 576 2303
Number of polymorphic markers between 304 112 35 190 385 1026
parents
Number of monomorphic markers between 300 109 12 165 191 1277
parents
Single-dose markers (1:1) 212 100 27 129 332 800
Double-single-dose markers (3:1) 507 88 10 81 183 869
Total number (1:1 and 3:1) 719 188 37 210 515 1669
Number of markers with distorted segregation 385 33 10 145 61 634

Modified from Garcia et al. (2006)

Integration of EST-derived markers into the previous map

The 515 EST-SSR and 37 EST-RFLP markers were integrated into a framework map of the
SP80-180 x SP8049-66 population (Garcia et al. 2006), in combination with AFLP, RFLP
and SSR data already mapped. Hence, a total of 1669 segregating bands were scored and
classified as being from SP80-180 (D1 type) or SP80-4966 (D2 type), or as being a
common marker (present in both parents) (C type). Polymorphic markers included 719
AFLP markers generated by 23 primer pair combinations, 210 SSR markers generated by
52 primer pairs, 188 RFLP markers generated by 55 probe/enzyme combinations and the

EST-derived markers (Table 2).
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Table 2 Distribution of the different marker types according to their cross type

N° of markers
Cross type RFLP SSR

Genomic EST Genomic EST-SSR AFLP Total
D1 (ao x 00) 47 13 55 161 80 356 (21.3)
D2 (00 x ao) 53 14 74 171 132 444 (26.6)
C (ao x ao) 88 10 81 183 507 869 (52.1)
Total 188 37 210 515 719 1669

N° of linked markers
Cross type RFLP SSR

Genomic® EST® Genomic® EST? AFLP* Total ®
D1 (ao x 00) 19 (1.1) 5(0.3) 19 (1.1) 97 (5.8) 39 (2.3) 179 (27.0)
D2 (00 x ao) 16 (1.0) 4(0.2) 30 (1.8) 102 (6.1) 76 (4.6) 228 (34.4)
C (ao x ao) 24 (1.4) 1(0.1) 24 (1.4) 76 (4.6) 132 (7.8) 257 (38.6)
Total 59 10 73 275 247 664

Modified from Garcia et al. (2006)
* Percentage of linked markers in relation to the total number of markers available for mapping (1669)
b Percentage in relation of the total number of linked markers (664)

In order to avoid false positives when testing for linkage, co-segregation groups were
built up at a stringent LOD score threshold of 5. This high value was chosen with respect to
the high number of markers and the high number of expected CGs, which is supposed to be
over 100 CGs due to the high number of chromosomes in sugarcane species. As a result,
664 (40%) markers formed 192 CGs. Of these 664 markers, 179 (27%) were polymorphic
on SP80-180 (D1) and linked into the map resulting in 62 CGs; 228 (34.4%) were
polymorphic on SP80-4966 (D2) and linked, forming 78 CGs. The remaining 257 (38.6%)
linked markers were common from both parents (C) and were used as bridges for
combining the information of markers (D1 and D2) into a single map (Table 2). The CGs
varied in length from 0 cM to 149.0 cM, with a cumulative length of 6261.1 cM and an

average length of 35.2cM, with mean distance between markers of 9.4 cM. An irregular
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distribution of markers along the chromosomes was observed, with an average of 3.6
markers per linkage group (Figure 1). The 275 EST-SSR and 10 EST-RFLP markers were
incorporated into 30 CGs of the previously constructed genetic map and formed 77 new
CGs, corresponding to 43% of the linked markers. From these new groups, 39 (51.3%)
assembled only EST-derived markers. The remaining 85 CGs were already present in the

previous map.

Assignment of HGs using SSR and RFLP markers
Homologous linkage groups (HGs) were identified using common allelic bridges, provided
by SSR and RFLP markers, both genomic and EST-based, due to their co-dominance
inheritance. Of the 192 CGs, 120 could be regrouped into 14 putative HGs, each containing
between 2 and 24 CGs. Markers were not evenly distributed over the different HGs, with
the largest HG containing 115 markers and the smallest containing 5 (Figure 1). Only three
(HGIV, HGVII, HGXI) of these 14 HGs obtained did not encompass EST-derived markers.
54 CGs containing two mapped markers (Table 3) and 18 CGs containing more than two
markers (Figure 1) became stranded as independent groups because of the lack of common
markers to discriminate HGs. In general, the order of SSR and RFLP markers was
consistent between CGs found within an HG. But, as large gaps were still often formed,
more markers were needed for the precise positioning of and to order these markers.
Homology groups in the present map were organized based on the groups of previous
map. Three homology groups (HGIV, HGVII and HGXI) were exactly the same on both
our map and the previous one, and four homology groups (HGV, HGXII, HGXIII and

HGXIV) were established as new ones, based on EST-SSR markers. Except for HGIII and
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HGVI that were formed by two groups from the first map (HGIII and HGV, HGVI and
HGXII, respectively), the others were basically the same with new co-segregation groups
derived from EST-based markers or previous co-segregation groups with new linked
markers.

24 of the SSRs and 3 of the RFLPs detected duplicated loci within a co-segregation
group. All but two homology groups (HGIV and HGXII) detected these duplications (Table
4). Besides, markers generated by 7 EST-SSRs were mapped to different homology groups:
ESTA09 (HGIII and HGX), ESTB03 (HGVI and X), ESTB20 (HGVIII and X), ESTB110
(IIT and VI), ESTB149 (HGI and HGII), ESTC57 (HGIII and HGVIII) and ESTC123

(HGV and HGX) (Table 4).

Putative functions of the EST products containing SSR and RFLPs

To explore the potential utility of the EST-based markers, 113 EST-SSR loci and 6 EST-
RFLP mapped probes were compared to genes of other species using BLASTX, directly
from the SUCEST database. The EST was identified as the protein showing the highest
score among the candidate proteins. Blast result revealed that, amongst the EST-SSRs
sequences, 90.3% were derived from ESTs with functionally annotated hits in other
organisms, predominantly Arabidopsis thaliana, followed by species taxonomically related
to sugarcane such as, rice, maize, sorghum and other species. The remaining 9.7% showed
no homology to sequences in the database interrogated (Table 4). From the 102 EST
sequences homologous to functional hits, only 13 were associated with hypothetical or
unknown protein. In the majority of the EST-SSRs, the BLAST homology comparisons

indicated that the sequences had characterized functions.
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Some important enzymes related to sugarcane metabolism were identified. They
included putative sugarcane transporter (cluster SCEZRZ1014HO07.g), fructose-
bisphosphate adolase (cluster SCSGLV1008C05.g), peroxidase (clusters
SCCCLB1002D05.g, SCEQRT1024F02.g, SCSGFL4C02D07.g), fructose -1,6-
bisphosphatase (clusters SCAGLR1021D10.g, SCSGLV1008C05.g), diphosphate-fructose-
6-phosphate 1-phosphotransferase (clusters SCCCCL4007E05.g, SCCCST1006B01.g) and
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (cluster SCMCFL5009H03.g). Besides the
EST-SSR, the EST-RFLP probes also mapped directly genes such as: sucrose synthase
(cluster SCCCLR1001A0S5.g), triosephosphate isomerase 1 (cluster SCCCRZ1001B08.g),
cellulose synthase-4 (cluster SCCCLR1066B10.g) and S-adenosylmethionine synthetase

(cluster SCCCLR1001G06.g).
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4966. 664 segregating markers were assembled into 192 co-segregation groups (CGs) and 120 of these groups were arranged by 14
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the right of each CG and marker names are on the leff. Accessory markers for some CGs are shown with asterisks and below their
respective groups. These markers belong to the CG but ordering was not possible.

89




Artigo 111

SOaeC-02 4
SHHC.DZ 0
i
ACCCACADS T
156
ACCCAEDIC ==
T
T
ACACATHIL T
17
SHCHDCEC T
1
ESTEmd-C T B
EsTiim< T
=)
ESTaiinmns <
1=
EFTO NMma-Z
m
ACKRCTTEIS T
1E
ACRITT A =
"ESTALImE-C
| -]
ESTASdms-IN T
0
ESTBOdmEl ==
=
AOCCA G T
14
AQZCToR-IH ——

e SR

SEH E-L

ESTaESN D2

ECEEI L

EESAG-L

SCAEC-C

Esli 7

ESTC4Tm3 LA

ESTAISNIC

ESTHISmE-C

ESTA15mEC

SEF-C

EETASENE-C

ARCCATETC

-2

13

[[Lg b

1

=13

14

ESTE18nHI1

ESTAREMA-C ==

SeEm T

16

ESTAOTm2-C T~

18

SEHAFDY T

ESTasInd G T

ESTEAF n-01 T
EETAIMNEC —, | &
ESTCIHMA-[A ot

"ESTCEING-C
B854
14
SFENEM

-3

ESTAS4T-DE T
19

ESTADPmE Ll —
]

et SR s o
[

BT Sami by |
EsTCi30mep2 1
8

EETCIMmRD: o=
g

ESTABEmAE
g

ESTalami D2 -
8

ESTASIM D2~
"EETCEImEC

“EGSEEDE
"ACECAGSE-D2
"ESTC3dmz-02
"SMC44825-02
"EETAEImI-C
"ESTEe115mi-02

-1

ESTADBMZ-DT =T
1

ESTABEMADI  —
1

Es1C-D1 ==
=17

BETRAOMEC T
13

ESTRAOMIC
-1z

EETA1 5070
14
LEICATT

-2
SEMAL T

SEEA D ==

ESTASImS-Z ==
ESTOHmS LA ==

ESTEI0m3L  ——

ACGOTASSDZ2 T

AACCACIT-I2 T

ESTEU1EmZ-DE =~

SHIECDE =

ESTAD?MI-D2 T

AOCCATES-DR ==
"EETAEImE-C
“SGESIG-02

=15

ESTARAMEL I
']

ESTBRdmd-C

=

ESTC1HmI-OZ T

EsTaama-0z T

ESTaidman: T

ESTASESTd .02 ==

ESTCiZ2mi-02 ==

]
ACATACTDE T

e
ACTCACTIO2 ==
RGGCATEROe &
ADO¢AG19-D?J, =
A0ECTON 02 4
ABGCAGTT.O2

ANGORCH DR T

AAGCTCEA.DZ ==

=20
LS TbdEm] L
]
ESTE3dmi <
1-21
EETASm2 L2 3
ESTAS&N L2
H
ESTHIL 2L

{151
SRICAQEAT-M T
=

ESTAdOmED1 ==
13

ESTCOimE-D ==
=22

Se4ELC T
14

ESTCSTM30I ==
ESTASZM]DD ==
=]

ESTCHm-02 =T~
12

S T
“EEEC

1-23

ESTAmEH T
x

EETRIGRSId =
L

ESTAENM-Id T
L

ACGCATILS
14

ESTEH 34mi-[4
H

ESTE #dnd-In ——

ESTCATI-Do2
EST mCema-0e
EST arami-Dd

EETADEmI-D2

ESTCE me-Ia

ESTE X

ESTEZama-0a

EST & Sma-Liz

ESTEGSm 1-D2

ESTEEmd -0

ESTEZamG-2

ECACTE 30

ESTAFIME-C

ESTAMINS.C

5
=i

M

H3

90




1=

Artigo 111

V-3
CIR28B4-D2 CIR1 A3-D1 CIR12C10-C
9
17
2 SMC26082-D2
CRiC4-C -+ cRicec M
SG1310-D1 SMC31C5.C L= 2
16
SMC260B7-D2 T
13
SMCHC4-C == —
V-1 12 '3 Vg v-10
ESTBOTMI-C =T ESTC123m2-C =T ESTC2Im2-Di 5 ESTE35m2-C AAGCTCBS-C =T~ ESTA48m3-D1
ESTB43mE-D1 ESTAB3mM3-D2
4 5
14 13 ESTBO7m3-D1 ESTA48m2-D2 16
g |
=
4 ESTC123m1-C = 12
ESTABEM2-C ESTC42m2-D2 =T 2 ESTB23m1-C ESTE111m4-D1
A4 4 *ESTE23m2-D2
ESTC49m1-C ESTAOBME-D1 ST
V7
21 12 ESTA4BMID2 T o
v
BCACTTIS-C —— SRS 14 ESTC42m3-D1 T v
ESTC129mé-C - ESTC123m3-D1
12
ESTAG3IM2-D2 T
16 AAGCACST-C = = 25 ”
15
Aeccmw.c_\ 8
ESTABIMI-C = AGGCATIS-D2 g ESTADGMA-D1
AGCCATES.C - 2 ESTB43m1-C ESTC129m2-C  — \
7 ACACTTI3D1  — SSUSLE L s
19 AGGCAT27-C = va
V-5 —_—
*ESTC42m1-02 ESTC119mA-01 ESTC129m5-C
*AGGCATGED-D2
*ESTADBME-C :|: &
ESTB111m2-C = *ESTB1Em2-D2 ESTC129m1 -0 13
*SG141AC
ESTABBMI-C ——
HGV

91




Artigo 111

Lis V-1 vi-2 vi-a iz I
SGEGHMAD] - SC1G-D2 = ESTASSM-C ESTEE3mM3-01 = SMC2055A5.D1 - SGIEB.D2
9
14 n 12
SMC1011C3.C
SG23CD2 -
29 ESTEE2m2-C = = CR3543-D1
12 . .
e o EST&S5m4-D2 T 22
SG2ED-D1
12 CIR3541-D1 = ESTA1Tm3-D2 ==
25 ESTC109mS-D2 T ESTA1TmME-D1 -
23
13 22 11
29
ESTAd4m1-D1 = =
- SMCI011B5-D2  ——
. ESTA17m1-D2
SG238-D1 Est2C-D1 .
14 YE Estrc-D2  —
22 Est2aD2 == 28
22
ESTBE2M2-C
o]
ir 4 ESTBESM2-02 23 V11
UL ESTBO3m4-D1 ESTRE3ME.D1 == ACACAC2EC T
14
ESTA4YM3-D2 —4— 17
24 ESTASSM3.02 ESTC109m1-D2 —— 2 2 2z
Est2B.D1  —
7 AGGCAGI2-D1 = "ESTC109m4-01 ACGCAMISC T
AGCCAT4A7-D1  — *ACGCTAT3a-D1
-8 g
CRS6BS-DZ = S e ACGCTASS9.D1 =
VI-10 20
Vins ESTASSM2-D2 -
CIR3SC4-C 15
ESTBE3MC 1,
16 ESTA4TmM2-D2 . ESTEA10M2-C ==
ESTC108m2-D2 .
*E=:2dD-D2
CIRISCT-C *SG4B-D2 14
ESTA4TMI-C =

SMC1011B4-D2 ——

HGVI

92




Vi1

wi-2

CIR21C6-C CR21B4.02 T
23 25
CIR21C2-C
CR21B7.02 ——
WI-3
CIR21A5-D1
L
CIR21A8-D1 ’7
HGVII
WIll-1 VIIk-2 will-2 Vil VIS
AACCTCEGR-D2 =T ESTE20m2-D1 - ESTE25m2-C = selosBc T ESTCS7mB-D1 =T
3
17 ESTCS7Tm7-D1 == 18
21
30 e
ACACTCEBR-DZ —+ SE105E-
ESTE155m1-C == 22
ESTC25m1-C T 2
18
22
ESTB146m2-01 - 14 CIR2641-D1 e
7 *ESTB145m1-C AGGCAGLS DM ——
ESTC25mM2-D1 T AGGCTT?2-D1 =
SG0s7E-D2 = .
ESTCS7mE-C =T
5 15
. ESTCS7mi-D2 ==
ACTCAG30-DI =
16
9 WG
sme23eb1-bz -~ ESTB45m4-D1
SMC236B3.D2 T~ AGCCABILE T §
ESTC25m3-Dn
=]
13 10
SMC23BC2.C =
"EstdA-D2 ACGCAGI15-C — SG105D-C
*SGE0sTA-D1
*AAGCACTIc-C

HGWVII

93

Artigo 111



Artigo 111

ESTEETmE-D2
ESTBES2m2-D2
ESTBG0mME-D2

SMC104781-D2

ACTCACII-C

ALCCACEI-C
AACCACZI-D2

ACCCAGI4-C

AGGCACT4-D2

AACCACH-C

ACACACAZ-C

ACACATES-C

16

15

12

11

ESTBG4m4-D2

ESTBESm1-D2
ESTBEOmM4-D2

ACLACTCE5-D2

ACACTTST-D2

AGECACE]-D2

ESTBES2m1-D2

ESTBEOmMS-D2

SMC1047B83-D2

I

1y

27

23

16

14

AMNGCTCTE-D2

ACACAC44-D2

ESTBG3mM2-D2

ESTASEMT-C

E=TBG0m3-C

ESTEGTm2-D1

ESTEETm4-D1
ESTBETm1-C

=
[

23

=
B

34

14
SMC1047B6-D2
16
SMC104782-D2
-5
ESTE100MS-D1 T
5

ESTEN0OM?-D1 =T~

20

ESTASEmMT-D1 -1

14

ESTASEME-D1 =
"ESTADEM2-D2

ESTASGmM4-D2 art
ESTASEM3-D2 =0
12
ESTBEOmM2-C
B
ESTBEOmME-C

ESTBEGmT-01
ESTBETmMS-01

ESTE100m1-D2

ACTCAC2E-D2

AGGCTT37-D2

AMGCACTT-C

——

17

11

17

"AGCCATA0b-D2

HGIX

94




Artigo 111

X1
SG39E-C T
10
ESTAEIM2.D2 ==
10
SMCI102C6-C T
23
AGGCATZIDZ  ——
x-8
ESTBSOm4-C T~
10
ESTCA8mA-C ==
B
ESTC18m1-C -
17
ACTCACISC =
X-13
ESTC22m2-C
21
ESTE136m1-C
»-18
ESTC45mZ-C
EEl
ESTCA8m3-02
1
ESTE20m1-D2
*ESTCOSm7-D2

fa

ESTEMSTma-D2 =

16
ESTEISTm1-D2 T~

g
ESTCSDm1.02 -—3
ESTCESM1-D2  -T=

g

SG3-C T
"SMC110281-D2
"ESTC22m4-D2

0

ESTAODSM1-D2 T

2
ESTCZ2mS-02

16
ESTCS0m2-02 -~

12

ESTAEImM?-D2 ——
*SG30E-D2

X-18
ESTC45mE-D1 T

13
ESTADZMED1T T~

14
ESTCEOm?-D1 T~

25

AGGCATI0EDT =

I

da

AGGCACI4-D2

28

SMCTESBS-D2

CIR1 4A6-01

20
SMCTESASDN
B
SMCT10205C ==
*-14
ESTAO3M2D2 =T
ESTC45m4-D2 % 8
ESTCOSmI-C T
25

ACTCTTSS-D2 ——

ESTCO0am2-C

15

ESTE133m2-C T
18

ESTC19md-C ——
*ESTB133m1-C

CRIGE1-D2 T

22

CIREYBS-D2 -

23

ESTBHImE-D2 =

ESTCE0m3-D2

23

AGGCACAT-DZ =

ESTB03m3-01

ESTEM0BME-01 ==

ESTCZ22me-01 =

ACNZATTE.DA
AGGECATH .01

24

AGCOCATIEDN -

AFGLATZSD -t
"EMC22242-D1

#-5
AGCCATOAC
Aeccm’ozc—/ g
ESTAG1md-D1

I =
[X)

AGECAGE-D2

11

ACGCALDEDZ T

25

ESTABIm3-D2
SG30A-C

X-18
CRIEEI1DZ T
34
CRIEEI3DZ =
ESTC19m3D2 T
11
ESTE1Em2-D2
ESTBE0M2-D2
*ESTCS80m2-D2

X-G

ESTBMImMS.C T
22

E=TASEmS-01 i
ESTA0IMT-D1 T 1
7

ESTE20m3-D1  —
14

ESTBMImMI-C T
7

ESTB#m7-D1  —T~
3

E=TB4mA-C =T
16

ESTBMImMZ2-C ==
23

CIRGTA4-01 = 5
CR3ECS-C T
19

ESTA3GMI-C  ——
*ESTB41m<-D2
*ESTB41m3-C

X7

ESTEMZEmS-D1 T
5

ESTC4EMS-D1 =
g

ESTCIZEmd-D1 T
14

ESTBZFm2-D1 T
1

EZTCo0m3-01 -T—
23

ESTCEOME-DY
24

ACGCASST-DI T
15

ACACTT2-C  ——

*2E21H-D1
*ACACTT28a-01
HGX

95




X
CIR32B11-D2 =

CIR32B81-D2 =

Fa

23 22
CIR32B3-D2 =T CIR32B9-D2 —
13
CIR32C12-C = 3
CIR32C4-C = .
HGXI
X1 XIll-2
ESTCE2m4-D2 =T ESTCE2mS.C =T
i
ESTCE2m1-D2  -T—
27
27
ESTCE2m2-C ==

CIR2382-D2

CIR31 A3-01

SGE2A-D1

| =
T
(2]

ESTC24m1-D2

ESTC113m1-D2 T

ACGCAGSY-D2 T

AGGCTTM05-02 =T~

ACGCAGO3-D2 -\
ACGCAGO4-D2 =

17

24

ESTB153m3-01

CIR31 A6-0r1

ESTC113m2-01
ESTC24m3-0n

ESTC115m -1

ESTCO7m2-D1

X1

-2

15

1M

27

10

HGXII

HGXHI

96

Artigo 111



H-1a
ACGCTAISDT T 5
ACGCABIAC ——
5
AMCCACIEDM e
14
AGCCAGII-C -
2
ESTBSEM4-DI T
ESTCIomd-D1
1
EsTB4Om2C |
ESTE9SM2-D1 =
ESTA1Om2-D 5
SGO0GA-C -
2
ACACTTET-C e
13
AGGCTTEGC T
2
sMeIsC2C T
4
ACGCTAIRG =
14
AGGCAGIODC ——
*SG13A-D1
*SGI0E-C
*SMC38A18-01
*ESTATOmME-01

AGGCAGI00-C ==

16

SMC36B3-D2 T

12

AGGCTTES-C ==

16

ACACTTE?-C T~

ESTBESM1-D2 T~
ESTC44mi-D2 ==

"SG0EA-C
"ACGCAAZ4C-C
"ACGCTA3GC-C
"SMC3881-D2
*CIR38CE-C
"SMC38C2-C
*AGCCAG30cC
"ACACTC15b-D2
"ACTCACE210-D2

H-2
ESTC77md-D1 =T~

24
ESTC110m3-D1 ==
15

ESTA34m11-D1 T
6

ESTC30m3-D1 =T
s

SG12D-C -

13

SGUEB-D1  ——
*ACTCACS0c-C

ESTB40m1-D2

ACACTTO7-C
AGCCAGS?-D;\

ESTB47Tm3-D1

ESTCS8m2-D1

ESTA10m3-0n

ESTAZ4M1-C

ESTA34mS-D1

ESTAZ4ME-C

ESTAZ4mS-D1

ESTAZ4mM?-D
ESTAZ4ma-D1

XI- X4

ESTEESm1-D2

24

ESTC120m2-D2 -~

04 ESTC1Zmi-C

V-8

ESTB40M3-D02 -

27 EsigH-DZ T

Est3J-D2 T

24

AGGCACIE-D2Z

AGCCATI2ZLZ T

ACACTT3-DZ —

"SMC3685-D2
"ACACTC150-02
*ACTCACEES1L-D2
"ESTB40M2-C
*ESTBE5SM2-D2
AR

== 1

20

20

44

ESTBESmM3-D1

ESTBESmM2-D1

ESTB40mS-D1

ESTAIOmS-D1

ESTB149ma-01

Est&B-0r1

Est3B8-D1

ESTBESEmMI-01

ESTA10m4-D1

HIV-5

25

XIV-10

21

25

HGXIV

97

Artigo 111



ACACATIOT A-C

AGGCATAZ-C

AGGCACSS-C

ACTCACI00-D1

ACACTCAB-C

ACACTTTA-1

ACGCARGE-C

AGGCAG 36-0

AGGCAGT4-D

ACCCACI4-C

38

25

CG7

AACCACOT-DZ

AACCATIZN-D2

ACTCTT44-C

AACCACIADZ

ACGCALDS-D

ACTCACHT-C
ACACTT41-D1

ACACTCES-D1

ACTCTTTE-C
ACTCACES-C

ABCCATET-C

ACACATI0-C

o
1]

s

25

23

25

AACCTCI3-D2

AACCATIS-C

AGECAGE-D2

ALCCATI0-C

ACGCTATD-C

AAGCACT!-C

AAGCTCI03-C

AGCCAGSS-C

AAGCACAD-C

AACCACED-D2
AGGCAGOT-C

ACTCACIE-D2

20

13

20

25

el

co CGs CGS
ACACATITA-C T ACTCTT2E-C 7= AACCACIED
12 "
20
ACACACI3DZ
ACTCACT2C =
= 43 AMCCAC24-D1 .
ACGCARED-C
ACACTTIE-DZ T ACCCAGI2-C =
13
CG15 cGl7
ABGCTCIR-C T CIR18CE-C
ACACTTISA-C ——
13 12
CGl12
AGGCAGHC T CR1847-D1 =
&8GCTCI05-C
15
&CCCACISD2 7
33
15
CR1885.D1 ==
AGGCAGIHC —
BCACTC29.C =
313 CE16
ACACTCOT-C 5 ACACAT24-C =
]
14
BGOCATEI-C .
AGGCATIC acoCaGH.c A= AAMGCACT2:C
7
BBGCTCT-C
8
ACACTTOEC =%
) EsTcaami.c -—  ESTEI4Im3-C
10
ACTCACITA-C
13

ACTCTTZ7-C

98

Artigo 111



Artigo 111

Table 3 Co-segregation groups (CGs) with two markers in the integrated genetic map of
SP80-180 x SP80-4966 mapping population.

Markers Distance (cM)
SMC119C5-C, SMC119C4-C (CG134) 28
SMC2017A1-D1, SMC41549-D1 (CG117); ACCCAC13a-D1, ESTB37m2-D1 (CG139); 26
CIR55B3-D2, CIR55B17-D2 (CG121)
ACGCAA18b-D2, AGCCAT68-D2 (CG155) 25
ACGCAG76a-D1, ACTCAC33a-D1 (CG141); AGCCAT38-D2, AGGCTT21b-D2 24
(CG159); AGCCAG25a-D1, ESTB58m1-D1 (CG144)
AGCCATI19-D2, AGGCAG118b-D2 (CG158); ACACAC68c-C, ACACACI90c-C
(CG179); ACACAC56¢-C, AGGCAG17c-C (CG178); ACTCTT42c-C, AGCCAT76¢c-C 20
(CG184)
ACACAT45b-D2, AGGCATI13b-D2 (CG150); SG16D-D2, SG16I-D2 (CG143) 19
ACACACS58a-D1, AGGCAT26a-D1 (CG138) 17
AGGCTT90b-D2, ACCCAG17¢c-C (CG164); ACGCAGS59c-C, ACGCAG60c-C (CG183) 16
ACGCAG26b-D2, ACTCAG16b-D2 (CG156) 15
AAGCTC22c-C, ACCCAG53c-C (CG174); AACCTC52¢-C, ACGCAA39c-C (CG170) 14
ACGCAA66¢c-C, ACTCAG33c-C (CG182); AACCAT64.1¢c-C, AAGCAC50c-C 13
(CG169); ACACTT25.1b-D2, ACTCACS58.1b-D2 (CG151)
ACTCACS52a-D1, AAGCAC60c-C (CG140); AGCCAG24c-C, AGCCAG33c-C (CG186); 2
SMC21C2-C, SMC21C5-C (CG131)
ACCAC34c¢c-C, ACGCAG70c-C (CG166); ACCCACT2b-D2, AGGCAC21c-C (CG154) 11
AACCACB88a-D1, AGGCAC38a-D1 (CG136) 10
ACACAC48.1b-D2, ACTCAC38b-D2 (CG149) 9
ACCCAG50c¢c-C, ACCCAG67¢c-C (CG181); AACCACS50b-D2, ACACTTS81c-C (CG146); 3
AACCAC83b-D2, AACCTC30b-D2 (CG147)
AAGCAC0O4c-C, AAGCACO05¢c-C (CG171); ESTB130m2-D2, ESTC78m1-D2 (CG100);
ACACAT42c¢-C, ACACTC20c-C (CG180); ACACAC29¢c-C, ACACAT47¢c-C (CG176); 7
AACCAC46¢c-C, ACTCTT85¢-C (CG167)
AGGCAC32c¢-C, AGGCAG42c¢-C (CG187) 6
ACTCAC35a-D1, AGCCATS82a-D1 (CG142); ACTCTT73¢c-C, AGGCTT39¢-C (CG185)
AGGCAGI129a-D1, AAGCTC96¢-C (CG145); AACCACO08c-C, AACCAT63.1¢c-C 3
(CG165)
AACCAT44.1a-D1, ACACAC100c-C (CG137) 2
SMC280B9-D2, SMC280B8-D2 (CG129); ACACAC53c-C, AGGCATO06¢c-C (CG177) 1
ACTCTT35b-D2, ACACTT23c-C (CG157); AGGCACO1b-D2, AGGCAC40c-C
(CG160); CIR4A1-D1, CIR4C2-C (CG118); ACACTT63b-D2, ACGCAG127¢c-C
(CG152); ACCCAC18b-D2, ACACATS4c-C (CG153); ESTB145m3-C, ESTB145m1-D2 0
(CG106); AAGCACO02b-D2, AAGCACO03b-D2 (CG148); AAGCAC70.1¢c-C,
ACGCAG25¢-C (CG172)
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Table 4 EST-SSRs and EST-RFLPs linked markers: location on homology groups (HGs) and expected EST homology.

Cluster® HG" ESTs" Marks® Expected EST homology® GI'
SCCCLR1001A05.g III (2) Estl Est1CD1, Est1CC Sucrose synthase 34391404
SCCCRZ1001B08.g VI4) Est2 Est2BD1, Est2AD2, Est2DD2, Est2CD1 Triosephosphate isomerase 1 168647
SCCCLR1066B10.g XIV (2) Est3 Est3JD2, Est3BD1 Cellulose synthase-4 50935131
SCCCLR1001G06.g VI (1) Est7 Est7CD2 S-adenosylmethionine synthetase 51038250
SCCCLR1066B10.g XIV (2) Est8 Est8HD2, Est§BD1 Cellulose synthase-4 50935131
SCUTLR1058B04.g VIII (1) Est9 Est9A-D2 OSJINBa0072K14.5 50923903
SCCCCL7038A01.g X (3) ESTAO03 ml1D2, m2D2, m6D1 Putative beta-mannan endohydrolase 34909462
SCEZLR1031G07.g V(@3 ESTA06 m5C, m6D1, m4D1 Lipid transfer protein 25990344
SCRUFL1118A11.b III (2) ESTAO07 m2C, m1D2 Putative apical-basal pattern formation protein 50917563
SCRLFL4027F03.g I (3) ESTAO08 m3D1, m1D2, m2D2 Hypothetical protein 55773910
SCCCRZ2C03C03.g /X @) ***ESTA09 m3D2, m6D2, m5C, m7D1 No hit
SCQGSB1143H06.g XIV 4) ESTA10 m2D1, m5D1, m3D1, m4D1 No hit
SCRLAD1139G03.g I (2) ESTA14 m6C, m2D2, m3D2 No hit
SCCCHR1004C07.g II1 (5) **ESTA1S5 m2C, m7D1, m3C, m4D2, m6D1, m5D1 Caffeoyl CoA 3-O-methyltransferase 32347451
SCCCLR1001C05.g III (1) ESTA1l6 m2D1 Hypothetical protein 50900112
SCEQRT2030G04.g VI(3) **ESTA17 m2D2, m1D2, m6D1, m3D2 Hypothetical protein 34894358
SCVPCL6061A01.g XIV 4) ** ESTA34 ml11D1, m1C, m8D1, m6C, m5D1, m7D1, m9D1 Hypothetical protein 12597881
SCILRZ1025A05.g X **ESTA38 m3D1, m1C No hit
SCJFLR1035E10.g VI (1) ESTA44 mlDl1 OSJINBa0086B14.26 50924658
SCRULB2062CO01.b VI(3) ESTA47 ml1C, m3D2, m2D2 Putative branched-chain amino acid aminotransferase protein 34904468
SCACAM2044B11.g V(3 ESTAA48 m2D2, m1D2, m9D1 Chloroplast phytoene synthase 1 38037628
SCEZHR1087D09.g III (3) ESTA49 m4C, m3D1, m2D2 Putative glutathione S-transferase 50918191
SCSFHR1043F12.g 111 (6) ESTAS3 m2C, m1D2,m5C, m8C, m4D2, m6C, m7D2 Indeterminate spikelet 1 2944040
SCRULB1059B07.g I (4) **ESTAS4 m4D2, m6C, m3D1, m2D2, m1D2 No hit
SCQGST1032G11.g VI 4) ESTASS m3D2, m1C, m4D2, m2D2 No hit
SCSBSD1029G01.g IX (3) **ESTAS8 mlC, m7D1, m6D1, m4D2, m3D2 No hit
SCMCRT2103A12.g X 4) ESTA61 m2D2, m4D1, m3D2, m7D2 Lipid transfer protein-like protein 39748092
SCCCLB1002D05.g vV (3) ESTAG63 ml1C, m3D2, m2D2 TPA: class III peroxidase 90 precursor 55701047
SCMCRT2088D10.g III (3) ESTA66 m3C, m1D2, m5D1 Putative protein kinase 50901454
SCEQRT1024F02.g 1(2) ESTA70 m6D1, m1C Peroxidase 51038054
SCCCCL4013D09.g VI/X () *ESTBO03 m4D1, m3D1 12-oxo-phytodienoic acid reductase 63021731
SCCCST1006B01.g V(2 ESTBO7 m3D1, m1C Putative diphosphate-fructose-6-phosphate 1-phosphotransferase 55168177
SCSGLV1008C05.g V(2) ESTAG68 m2C, m1C Fructose 1,6, bisphosphate aldolase 40362980
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Cluster® HG" ESTs" Marks® Expected EST homology® GI'
SCUTAM2009E01.g IX (2) **+*ESTB100 m5D1, m7D1, m1D2 22 kDa drought-inducible protein 49234816
SCJFRZ2027D03.g X (1) ESTB108 m3D1 Hypothetical protein 50939565
SCCCCL4004A10.g 11/ VI (2) *ESTB110 m3D1, m2C Putative polyprotein 48209910
SCCCCLI1001E03.g V(2 ESTBI111 m2C, m4D1 No hit
SCCCCL4004B01.g X 1) ESTBI116 m2D2 P0497A05.15 50902306
SCSBHR1053D01.g 1II (2) ESTB118 m3D1, m1D2, m2D2 Homeobox transcription factor GNARLY 1 32351469
SCCCST1002H09.g 133) ESTB122 m9D2, m3D2, m6D2 Hypothetical protein 50931511
SCMCAMI1101HO03.g I (2) ESTB131 m3D1, m2C Putative helicase 50919223
SCRFAM1025G10.g X (2) ESTB133 m2C, m1C, m5D1 HSV-I stimulating-related protein-like 57899937
SCQGST3123C08.g I (2) ESTB134 mlC, m4D1 Putative pectin methylesterase 51090795
SCEQRT2025G01.g X (1) ESTB136 mlC Putative AP2 domain containing protein 50920393
SCVPCL6044E08.g I (1) ESTB140 m2D1 Hypothetical protein 50910633
SCCCCLA4010B11.g VIII (2) ESTB146 m2D1, m1C OSINBa0071113.13 50929299
SCSGFL4CO06A02.g XIV/II(2) *ESTB149 m8D1, m6D1 Cellulose synthase-7 9622886
SCUTLR1058B02.g VI (1) ESTB150 m3Dl1 OSINBa0011P19.5 34894718
SCEZRZ3100H11.g XII (1) ESTB153 m3D1 Multiple stress-associated zinc-finger protein 37548823
SCBGLR1119A10.g VIII (1) ESTBI155 mlIC OSJNBa0043L.09.23 50928999
SCRFLR1034H10.g X (1) **ESTB157 m4D2, m1D2 Putative thaumatin-like protein 37531042
SCQGLRI1041El11.g V1) ESTBI16 m2D2 SbCBFS 60593387
SCQSRT2032H08.g VII/X (3) *ESTB20 m2D1, m1D2, m3D1 Hypothetical protein 56784702
SCRLFL1006B02.g V(1) ESTB23 ml1C, m3D2 MFS18 22647
SCRUFL1120C04.b VI (1) ESTR25 mC E;.lnt:;g? benzothiadiazole-induced somatic embryogenesis receptor 53792830
SCRUSB1078F07.g X 1) ESTB27 m2D1 P0480CO01.19 34910656
SCVPLR2027EO1.g V1) ESTB35 m2C MFS18 22647
SCBGLRI1002F11.¢ WI4)  **ESTB39 ~ MOD2% m4D2ml UI)nzé (?flzc’mwm’m%’ m2C. Alpha 3 subunit of 208 proteasome 34898416
SCBGLR1023A04.g XIV (3) ESTB40 m2C, m3D2, m5D1, m1D2 Blue copper-binding protein-like 50882442
SCEQSD2077B12.g X (2) **ESTB41 m5C, m9C, m7D1, m1C, m2C, m4D2, m3C, m8D2 Hypothetical protein 50916060
SCCCCLA4007E05.g V() **ESTB43 m6D1, m2C, m1C Putative diphosphate-fructose-6-phosphate 1-phosphotransferase 55168177
SCCCCL4013C08.g VIII (1) ESTB45 m4D1 OSJNBa0032F06.16 50929735
SCCCLR1072G02.g XIV (1) ESTB47 m3D1 Putative zinc finger transcription factor 50933107
SCAGLR2011CO0l1.g XIV (2) ESTBS56 m4D1, m3D1 Glycine-rich RNA-binding protein-like 50934801
SCJFRZ2013F12.g IX (5) **ESTB60 m8D2, m4D2, m5D2, m3C, m2C, m6C 0J000114_01.16 50924506
SCEZRZ1014F04.g VI 4) ESTB63 m3D2, m1C, m5D1, m3D1 Mitogen activated protein kinase 6 37594657
SCQSRT2033C08.¢ X (1) ESTB64 D2 RNA-directed DNA polymerase HMG-I and HMG-Y, DNA- 37162631

binding
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Cluster® HG" ESTs" Marks® Expected EST homology® GI'
SCCCLR1072G12.g XIV (2) ESTB65 m2D2, m1D2, m3D1 Putative ribosomal protein L.32 50947773
SCQGSD1045H12.g IX (3) **ESTB67 m8D2, m5D1, m2D1, m4D1, m1C Putative kafirin preprotein 22208459
SCQGSD1045H12.g IX (3) ESTB68 m1D2, m2D2, m7D1 Putative kafirin preprotein 22208459
SCQGSD1045H12.g XIV (2) ESTB69 m1D2, m2D1 Putative kafirin preprotein 22208459
SCJFRT1059E03.g I (1) ESTB75 m2C Hypothetical protein 34902434
SCJLLR1033A04.g X (2) ESTBS0 m2D2, m4DC Ankyrin-like protein 50902216
SCSGFL4C02D07.g VI (1) ESTBS82 m2C Putative peroxidase 34913714
SCEZRZ1014HO07.g IX (2) ESTB92 m2D2, m1D2 Putative sugar transporter 22208506
SCCCFL3002B02.g 11 (3) ESTBY%4 m4C, m6D1, m2D2 No hit
SCCCLRI1C07C03.g XIV (1) ESTB99 m2D1 No hit
SCEZHR1048C09.g 11 (4) ESTCO1 m4D1, m5D1, m3C, m6D1 Putative cysteine protease 50918779
SCUTST3087G12.g X (3) ESTCO5 mlC, m2C, m7D2 Putative cytochrome B5 34905998
SCEZFLA043H02.g X (1) ESTCO7 m2D1 Hypothetical protein 9757905
SCUTST3092H12.g VI (4) ESTC109 m4D1, m5D2, m1D2, m2D2 Hypothetical protein 34903888
SCRFRZ3058E03.b XIV (1) ESTC110 m3Dl1 ABA 8'-hydroxylase 1 81362266
SCCCST3CO02F09.g XII (1) ESTC113 m2D1, m1D2 Putative thaumatin-like protein 50726592
SCCCLR2004B05.g I(1) ESTC114 m1D2 Phospholipase, putative 77548280
SCBFRZ2017D04.g XII (1) ESTCI115 mlD1 U2AF small subunit 68036691
SCSBSB1095H03.g V(1) ESTC119 mlD1 Putative leucine-rich repeat transmembrane protein kinase 50905839
SCCCLB1C04C09.g XIV (1) ESTC12 mlC No hit
SCEQLR1007El11.g X1V (1) ESTC120 m2D2 Putative uracil phosphoribosyltransferase 50906841
SCBGLR1027H03.g V/X(@3) ***ESTCI123 m2C, m1C, m3D1, m4D1 mLIP15 1060935
SCSGLR1045E07.g V4 ESTC129 m4C, m2C, m1D1, m5C Putative leucine-rich repeat transmembrane protein kinase 50905839
SCCCLR2C01B03.g 1(1) ESTC13 mlD2 Putative actin-depolymerizing factor 34897072
SCMCFL5004A10.g I (1) ESTC130 m2D2 Glycine-rich RNA-binding protein 10799202
SCJFRZ2033G09.g I (2) ESTC131 m2D2, m1D2 Glycine-rich RNA-binding protein 10799202
SCJLHR1027H06.g I (1) ESTC132 ml1D2 Glycine-rich RNA-binding protein 10799202
SCQSLB1049C05.g III (1) ESTC133 m1D2 Glycine-rich protein 2196542
SCQGAM2026F07.g I (1) ESTC134 m2D2 Glycine-rich RNA-binding protein 10799202
SCACLR1057A06.g X (3) ESTCI19 m4C, m3D2, m1C P0518C01.24 34906022
SCBGLR1114E07.g V(33 ESTC21 m1D1, m2D1, m3C Lipid transfer protein 311331
SCJFRZ2033H11.g X4 ESTC22 m4D2, m5D2, m2C, m7D1 Hypothetical protein 50939961
SCQGST1032E05.g XI(2) ESTC24 m3D1, m1D2 General transcription factor TFIIB 18481632
SCJFRT2060G09.g VIII (3) ESTC25 m2D1, m1C, m3Dl1 CAA303719.1 protein 5777631
SCCCRZ2CO1E09.g XIV (1) ESTC30 m3D1 Mitochondrial uncoupling protein 4 51860691
SCJLRT3077F09.b XIV (1) ESTC39 m4D1 Putative glycosyltransferase 50939609

102




Artigo 111

Cluster® HG" ESTs" Marks® Expected EST homology® GI'
SCCCRZ1C01B10.g V(2) ESTC42 ml1D2, m2D2, m3D1 Putative receptor-like kinase Xa21-binding protein 3 52353644
SCQGST1034A05.g XIV (1) ESTC44 ml1D2 B1066G12.15 34904540
SCMCST1052A09.¢g X3 ESTC45 m4D2, m6D1, m2C SbPCL1 71067066
SCCCCL3005C08.b I (2) ESTC47 m3D1, m1D2 Putative acetyl-CoA synthetase 26451642
SCEPFL4177D11.g X@3) ESTC48 m3D2, m4C, m5D1 P0518C01.24 34906022
SCEPLR1051Gl11.g V@) ESTC49 mlC mLIP15 1060935
SCEZRZ3050D12.g X (2) ESTC50 m1D2, m2D2 At1g68060/T23K23_9 23463063
SCACRZ3108F03.g 1 é4\)]IH **[*ESTCS7 m3D2, m8C, m1D2, m6D1, m7D1 OSJNBa0072K14.5 50923903
SCVPLR1049C03.g XIV (1) ESTCS8 m2D1 Methylmalonate semi-aldehyde dehydrogenase 50934827
SCCCLR1C04G09.g X (1) ESTC60 m7D1 NADP-specific isocitrate dehydrogenase 34911932
SCMCFL5009H03.¢g XII (1) **ESTC62 m4D2, m1D2, m5C, m2C Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 474408
SCJLFL3018F04.g X (1) ESTC65 m1D2 Galactosyl transferase GMA12/MNN10 family, putative 77551427
SCRURT2009A09.g XIV (1) ESTC77 m4D1 Putative caffeoyl-CoA O-methyltransferase 1 50947279
SCJFST1016B06.g X@3) **+*ESTC80 m2D2, m5D1, m6D1, m3D2 Glycosyltransferase 63087728
SCJLLR1101CO1.g 111 (4) ESTCS1 m3C, m2C, m1D2, m4D2 Similar to ubiquinol cytochrome c reductase 34898476
SCAGLR1021D10.g 1(2) ESTC91 m1D2, m2D2 Putative fructose-1,6-bisphosphatase 50931573

4 EST clusters of SUCEST database (http://sucest.lad.ic.unicamp.br/en/)
® Homology groups (HGs) — indicated in parentheses the number of co-segregation groups (CGs) where each EST-derived markers was assembled.
“EST-RFLPs: Estl, Est2, Est3, Est7, Est8 and Est9. EST-SSRs: ESTA, ESTB and ESTC refer, respectively, to di-, tri- and tetranucleotide primer pairs.

4 For EST-SSRs: mark names present allele number and their type of cross (D1, D2 or C), while for the EST-RFLPs, mark names are the same as described in the materials and
methods section.

¢Best hit description

f GenBank identification

* EST-SSR duplicated between HGs.

** EST-SSR duplicated in CGs. Other type markers also duplicated in CGs: SG50(HGI), SG94 and SG41(HGII), CIR35(HGVI), CIR21(HGVII), CIR36(HGX), CIR32(HGXI),
SMC236(HGVIII) and SMC1047(HGIX).
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Discussion

We have exploited the SUCEST database to generate a functionally associated marker-
based genetic linkage map for a sugarcane mapping population derived from a cross
between two pre-commercial cultivars (SP80-180 and SP80-4966). Expressed sequences
from sugarcane that had been classified based on sequence analysis were used to develop
EST-RFLP and EST-SSR markers. These markers were located in the previous genetic map
performed on this population (Garcia et al. 2006). The coverage and marker density of this
genetic map was increased with the integration of these EST-derived markers. The map,
generated using the method proposed by Wu et al. (2002), has 307 more markers than the
previous one and enhanced genome coverage in 3658.7 cM with the new EST-based co-
segregation groups. The total length of the current map is 6251.1 cM with a substantial
percentage of unlinked markers (60%). The map is clearly not saturated, given the small
size of many co-segregation groups and the numerous unlinked markers. Besides, the
number of co-segregation groups (192 CGs) exceeds chromosome number expected for
modern cultivars (2n = 100-130). This indicates that gaps remain on most if not all
chromosomes, showing that the map is already incomplete. Since we are constrained to
discard markers in multiples doses, these gaps are evidently expected.

The number of unlinked markers is smaller than the number obtained in the previous
genetic map of this population (68%), however higher than that obtained in other maps for
sugarcane (Reffay et al. 2005; Aitken et al. 2005; Raboin et al. 2006). Nevertheless, the
current map was generated from a cross between two interespecific modern sugarcane
cultivars, aneuploids and with a very complex genetic system, what difficult linkage

between markers and, as a result, the loss of informative markers for mapping can be
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expected. The genome of modern cultivar needs to be understood in relation to the genome
composition of its S. officinarum (2n = 80) and S. spontaneum (2n = 40-128) progenitors.
Structural differences are present between the two genomes (Butterfield er al. 2001) as
differences in base number are observed (Butterfield et al. 2001). Actually, chromosome-
pairing behavior has not been definitively clarified and information on the structure and
organization of the genome has been largely speculative. So, difficulties in mapping are
expected in this type of population.

Comparison with other sugarcane results (Reffay et al. 2005; Aitken et al 2005; Raboin
et al. 2006) has shown that a higher number of double single-dose markers (52% of
segregating markers) segregated in the SP80-180 x SP80-4966 population. Indeed, SP80-
180 and SP8049-66 have some ancestors in common in the first generations, for instance,
POJ2364 [Kassoer x POJ100]. It is known that today’s sugarcane cultivars are almost
exclusively backcross derivatives involving a very small number of parental clones
(Arceneaux 1965; Price 1965). Therefore, a narrow genetic base of modern hybrid varieties
is surely one of the principal causes of the present slow rate of sugarcane breeding progress
(Berding and Roach 1987). Thus, regarding this, it is expected that populations generated
from crosses between modern cultivars present a high number of double single-dose
markers.

Although less informative, the C type marker can establish linkage relationship between
markers originated from each parent (D1 and D2 types). In fact, to construct an integrated
genetic map in sugarcane, a large number of these markers should be available (Garcia et
al. 2006). Hence, the high number of C type markers in our population enhanced the
construction of the integrated map. However, as in the previous map, linkage between

groups with D1 markers (SP80-180 origin) and with D2 markers (SP80-4966 origin),
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through C markers, were observed in only a few groups: CGVIII-2 D1 type markers were
linked with D2 type markers; the co-segregation groups CGXIV-1, CGIII-1, CGIII-6,
CGVI-1 were also made up of all marker types, however, due to insufficient linkage
information, they were shared in two groups (‘a’ and ‘b’). Due to the same reason, CGIX-3
was split into two groups (CGIX-3a and CGIX-3b), albeit only D2 and C type markers
were assembled.

Previous maps of sugarcane cultivars have identified ten (Grivet et al. 1996), eight
(Hoarau et al. 2001; Reffay et al. 2005; Aitken et al 2005) and seven (Rossi et al. 2003)
homology groups. But for all of them, homology groups were established separately from
each parent. In this study, co-segregation groups of both parents were used to assign the
fourteen putative homology groups of this integrated map. Differences in chromosome
structure between the progenitor species and pairing behavior in modern varieties suggest
that in sugarcane hybrids, the hybrid monoploid number is likely to be greater than 10
(Butterfield et al. 2001). As homology groups represent basic number of chromosomes, the
number of HGs achieved in this study is in agreement with the estimated number. The
14HGs showed differences in coverage and in CG number across them. However, due to
aneuploidy, an unequal number of chromosomes in each HG is likely to occur. The
discrepancy of coverage between HGs highlights the difficulty in mapping large parts of
the genome.

Some co-segregation groups contained duplicated loci. Little is known about
duplication of genome segments within the monoploid chromosomes of Saccharum, since
mapping strategy on single-dose markers hinders the identification of the duplicated
regions. However, duplicated regions of the genome could be identified within CGs and

between HGs, in the current map. These regions remain undetected in relatively low-
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density maps, but in many sugarcane maps, they were mentioned. Ming et al. (1998)
detected duplications within and across the co-segregation groups. Jannoo et al. (1999)
observed 8 cases of duplication to different linkage groups in R570. The proportion of
duplicated regions in the monoploid hybrid genome is potentially higher than in ancestral
species.

To date, none of the published genetic maps of sugarcane are saturated. No more than
one third of the genome is estimated to be tagged on even the most refined maps. As for
maps of current cultivars, marker coverage is uneven, with S. spontaneum chromosomes
being covered more densely than those of S. officinarum (Grivet et al. 2001). These maps
were constructed for different population types, with anonymous markers. Genetic maps
based on expressed sequences have been constructed in a variety of other agronomically
important species such as rice (Kurata et al. 1994; Wang et al. 2005), maize (Chao et al.
1994; Falque et al 2005), sugar beet (Schneider et al. 1999), potato (Chen et al. 2001;
Feingold et al 2005), barley and wheat (Holton et al. 2002), perennial ryegrass (Faville et
al. 2004) and cotton (Han et al. 2006).

Although in terms of SSR discovery, development of functional primer pair, and
polymorphism detection, EST-SSR markers are less efficient than DNA-derived SSRs,
these caveats are balanced by the relatively low expense with EST-SSR development as a
product of a genomic database (Faville et al. 2004). In addition the value of EST-SSRs is
enhanced by their superior transferability across taxon boundaries, as demonstrated in grape
(Arnold et al. 2002; Decroocq et al. 2003), in white clover (Griffiths et al. 2002) and even
in sugarcane (Cordeiro et al. 2001) and their potential as ‘perfect markers’ for functionally

defined genes involved in determining agronomic traits.
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The fact that ESTs containing SSRs exhibited sequence similarity to genes with a wide
range of functions suggests that there is potential to identify EST-SSRs that may be directly
involved in determining agronomically important traits. For example, there are 15 ESTs
with strong homology to sugarcane metabolism proteins. The identification of genes that
determine economically important plant traits provides important tools to further
manipulate plant function and performance, through enhanced conventional breeding using
the gene’s DNA sequence as a ‘perfect’” marker for trait selection. The development of a
functionally defined gene-based genetic map of sugarcane provides the basis for the
correlation of molecular variation associated with functional sequences with the locations
of QTLs for putatively related traits. QTL analysis using EST-RFLP and EST-SSR allows
the identification of associations between functionally associated marker locations and
QTLs. However, a large number of markers are necessary to build a genetic map and to
obtain sufficient genome coverage for QTL analysis, due to the large number of
chromosomes in sugarcane. Although the current map is not well saturated, the genome
coverage of this map will probably facilitate the detection of QTL for important traits in
sugarcane, because the addition of known-function gene markers could greatly enhance the
utility of a genetic map, as it facilitates the transition from genetic linkage analysis to a

candidate gene mapping approach to dissect complex traits.
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7 Conclusoes e Perspectivas

7.1 Desenvolvimento dos marcadores EST-SSRs

1)

2

3

C))

A busca no banco de dados do SUCEST revelou um total de 2005
clusters contendo seqii€ncias repetitivas (SSRs). Este nimero representa
apenas 4.6% da populacdo total de clusters do banco, porém estd de

acordo com 0s ndmeros encontrados em trabalhos semelhantes.

A abundincia de SSRs nas regides transcritas do genoma da cana-de-
acucar faz deste banco de ESTs uma valiosa fonte no desenvolvimento

destes marcadores moleculares, de maneira simples, rdpida e econdmica.

A avalia¢do do polimorfismo dos EST-SSRs e a comparagao destes com
gSSRs estdo de acordo com os resultados apresentados na literatura. Os
EST-SSRs apresentaram niveis de polimorfismos mais baixos, no
entanto, o poder discriminatério dos dois tipos de SSR nado diferiram
significativamente. Além disso, o fato dos EST-SSRs apresentarem
homologia a genes contrabalanca o baixo nivel de polimorfismo,
contribuindo para o conhecimento da diversidade genética na cana-de-

acucar e estendendo-o ao nivel funcional.

Trezentos e setenta e dois clusters foram selecionados para o
desenvolvimento dos EST-SSRs. A quantidade de informacdo ainda
existente no banco de dados possibilita a continuidade do

desenvolvimento destes marcadores, que sdo de grande importancia em
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estudos de mapeamento genético e de QTL’s, uma vez que possuem
significativa homologia a proteinas envolvidas na expressdo de

caracteristicas de interesse econdmico.

7.2 Mapeamento genético dos EST-SSRs

@)

(2)

3)

Os 576 marcadores EST-SSRs gerados a partir de 149 locos EST-SSRs,
juntamente com marcadores AFLP, gRFLP, gSSR e EST-RFLP
previamente mapeados na populacio ‘SP80-180 x SP80-4966’°,
promoveram a elaboragdo de um mapa genético com uma cobertura do
genoma da ordem de 6261.1cM, representando o primeiro mapa
funcional em cana-de-agcticar e o primeiro mapa genético integrado
construido a partir de uma populacdo resultante de um cruzamento entre

duas variedades comerciais de cana-de-agucar.

A adicdo dos EST-SSRs possibilitou o aumento da cobertura do genoma,
porém o grande nimero de marcadores ndo-ligados, aliado ao pequeno
tamanho da maioria dos grupos de co-segregacdo e o nimero reduzido
de marcadores por grupo de co-segregacdo indicam que o mapa nao esté

saturado.

A populacio de mapeamento avaliada neste trabalho apresenta um
sistema genético muito complexo, por derivar de um cruzamento entre
dois hibridos interespecificos. Sabe-se que este tipo de hibrido poliploide

tem aneuploidia e que seus cromossomos ndo se pareiam na meiose,
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C))

)

(6)

(7

dificultando a ligacdo dos marcadores. Apesar disso, foi importante a
exploracdo deste tipo de populacdio em um programa de mapeamento

genético, pois foi a primeira vez que tal tipo de populacao foi analisada.

N3ao € possivel acessar o genoma completo desta populagdo utilizando-se
poucos marcadores. O elevado nimero de cromossomos da cana-de-
acucar exige que seja utilizado um grande ndmero de marcadores
visando a obtencdo de um nimero de grupos de co-segregacdo
correspondente ao nimero de cromossomos da cana-de-agucar. Desta
forma, a continuidade de desenvolvimento de EST-SSRs é de grande
importancia na constru¢do do mapa funcional desta populacido, de modo

que este apresente melhor cobertura do genoma.

A adicao de marcadores com homologia a genes de funcdo conhecida
aumentou a utilidade do mapa genético, pois estes facilitardo a transi¢ao
das andlises de ligacdo genética a estratégia de genes candidatos na

andlise de caracteristicas complexas.

A populacdio de mapeamento serd aumentada e o mapeamento dos
QTL’s serd realizado empregando-se um novo programa em
desenvolvimento, o qual reduzird as dificuldades de mapeamento neste
tipo de populacdo, o que proporcionard uma melhor precisdo nos

resultados.

Pretende-se também realizar estudos de interacdes epistdticas entre oS

locos e de pleitotropia, além de analisar interagdes QTL x ambiente.
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