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Resumo 

 

A crescente busca por variedades de cana-de-açúcar com maior produtividade e 

resistentes às principais doenças consiste em um importante objetivo para o sucesso de um 

programa de melhoramento. Assim, a utilização de marcadores moleculares na identificação de 

locos que controlam características quantitativas (QTLs – Quantitative Trait Loci) vêm ganhando 

cada vez mais destaque no programas de melhoramento genético. A presente tese teve como 

objetivo contribuir para o conhecimento básico sobre a genética e a biologia molecular da cana-

de-açúcar através da detecção de marcadores ligados a características quantitativas. Foi utilizado 

uma população de cana-de-açúcar contendo 240 indivíduos F1 derivada do cruzamento entre as 

variedades comerciais SP81-3250 e RB925345. Para detectar os QTLs foi necessário realizar 

estudos fenotípicos e genotípicos. Foram coletados dados fenotípicos para as características de 

produção (altura, diâmetro, número e peso dos colmos) e de qualidade (sólidos solúveis, teor de 

sacarose do caldo e do colmo, pureza do caldo, teor de fibra) por três anos (2011, 2012 e 2013) 

nos municípios de Araras e Ipaussu, estado de São Paulo. Através de modelos mistos foi 

estimada a média, matriz de variância e covariância (VCOV), herdabilidade e a correlação 

fenotípica entre as características. Os resultados apresentados mostraram um ótimo controle 

ambiental, com menor valor de herdabilidade para pureza (0,77), além de 30 correlações 

fenotípicas significativas, confirmando que estes dados podem ser utilizados na detecção dos 

QTLs. Os dados genotípicos foram obtidos através da análise das regiões contendo 

microssatélites e de variações genéticas de único nucleotídeo, pelos marcadores SSR (Simple 

Sequence Repeat) e SNP (Single Nucleotide Polymorphism), respectivamente. A genotipagem 

dos SNPs foi realizada por espectrometria de massa pela Plataforma Sequenom MassARRAY® 

(Sequenom Inc., San Diego, California, USA). A análise foi realizada utilizando o programa 

SuperMASSA, que possibilitou estimar a ploidia dos locos. Assim, as marcas SNPs foram 

utilizadas na detecção dos QTLs para as características de produção e de qualidade. Por regressão 

linear foram encontradas 17 evidências de associação de QTL entre diâmetro dos colmos (quatro 

evidências), número de colmos (uma evidência), peso dos colmos (uma evidência), conteúdo de 

sólidos solúveis (duas evidências), teor de sacarose do caldo (três evidências), pureza (duas 

evidências), toneladas de cana por hectare (duas evidências) e toneladas de Pol por hectare (duas 

evidências). A proporção da variação fenotípica explicada pelo genótipo variou de 1,6% a 11,1%. 
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Todos os SNPs que apresentaram associações com as características mencionadas tiveram os 

níveis de ploidia variando de hexaploide a dodecaploide. Por correlação genotípica-fenotípica, foi 

detectado sete evidências de associação de QTL entre diâmetro dos colmos (uma evidência), 

conteúdo de sólidos solúveis (duas evidências), teor de sacarose da cana (uma evidência), teor de 

sacarose do caldo (duas evidências) e pureza (uma evidência). Os SNPs detectados com 

correlações genotípica-fenotípica significativas apresentaram níveis de ploidia variando 

tetradecaploide a icosaploide. As diferentes ploidias permitiu a detecção de QTLs em multi-dose 

e podem ser usadas como informações prévias sobre os prováveis QTLs, contribuindo para o 

avanço do conhecimento da genética da cana-de-açúcar. 
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Abstract 

 

The increasing search for sugarcane varieties with higher productivity and resistant to 

major diseases is an important goal for the success of Sugarcane Breeding Program. Thus, 

molecular markers can be used to identify Quantitative Trait Loci (QTLs) and have become a 

powerful tool in Breeding Programs. This thesis aimed to contribute for the basic knowledge of 

genetics and molecular biology in sugarcane through detection of markers linked to quantitative 

traits. Was used a sugarcane population consisted of 240 F1 individuals derived from a cross 

between SP81-3250 and RB925345. To detect the QTLs it was necessary to perform phenotypic 

and genotypic studies. The phenotypic data were made for cane yield (stalk diameter, stalk 

height, stalk number, stalk weight and tons of cane per hectare) and quality traits (soluble solid 

content, sucrose content, juice sucrose content, purity, fiber and tons of Pol per hectare) for three 

harvest years (2011, 2012 and 2013) in Araras and Ipaussu cities, located in the state of São 

Paulo. The average, variance and covariance matrix (VCOV), heritability and phenotypic 

correlation was estimated via mixed models. All results showed a great environmental control, 

the lowest heritability was purity (0.77), besides 30 significant phenotypic correlations. 

confirming that these data can be used for QTLs detection. The genotypic data were obtained 

analyzing the regions containing microsatellites and single nucleotide genetic variants, by the 

markers SSR (Simple Sequence Repeat) and SNP (Single Nucleotide Polymorphism), 

respectively. The SNPs genotyping were performed via mass spectrometry by Sequenom 

MassARRAY® platform (Sequenom Inc., San Diego, California, USA). The analysis was 

performed using the SuperMASSA software allowing to estimate the loci ploidy. The SNPs 

markers were used for QTL detection for cane yield and quality traits. By linear regression 17 

QTL association evidences were found for stalk diameter (four evidences), stalk number (one 

evidence), stalk weight (one evidence), soluble solid content (two evidences), juice sucrose 

content (three evidences), purity (two evidences), tons of cane per hectare (two evidences) and 

tons of Pol per hectare (two evidences). The phenotypic variation explained by genotype ranged 

from 1.6% to 11.1%. The SNPs associated with the traits mentioned had ploidy levels ranging 

from hexaploid to dodecaploide. Via genotypic-phenotypic correlation, it was detected seven 

QTL evidence of association for stalk diameter (one evidence), soluble solid content (two 

evidences), sucrose content (one evidence), juice sucrose content (two evidences) and purity (one 
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evidence). The SNPs detected significant genotypic-phenotypic correlations showed ploidy levels 

ranging from tetradecaploide to icosaploide. The different ploidies allowed the detection of QTLs 

in multi-dose and can be used as prior information about QTL mapping, contributing to the 

advancement of the sugarcane genetics knowledge. 
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Organização da Tese 

 

A presente tese teve como objetivo contribuir para o melhor entendimento genético da 

cana-de-açúcar através da detecção de marcadores moleculares ligados à características de 

importância econômica em cana-de-açúcar (Saccharum spp). Além de sua importância 

econômica, é amplamente utilizada em estudos científicos devido a sua complexa organização 

genômica. O fato das cultivares modernas serem derivadas entre cruzamentos interespecíficos, o 

organismo resultante apresenta alto nível de ploidia e aneuploidia. O trabalho aqui realizado foi 

de caráter multi-institucional e está inserido em um programa de pesquisa em genética e 

melhoramento de cana-de-açúcar. Os resultados obtidos durante o período de doutoramento estão 

apresentados no formato de dois artigos, ainda não publicados. 

O capítulo I descreve os resultados das análises de fenotipagem procedida na população 

de mapeamento entre as variedades SP81-3250 e RB925345 em dois locais (Araras e Ipaussu, 

ambos no estado de São Paulo) durante três anos (2011, 2012 e 2013). O coeficiente de variação, 

a herdabilidade e a correlação fenotípica foram calculados através de um modelo misto para 11 

diferentes características (diâmetro, altura, número e peso dos colmos, sólidos solúveis (Brix), 

teor de sacarose da cana e do caldo, pureza, fibra, TCH (Toneladas de Cana por Hectare) e TPH 

(Toneladas de Pol por Hectare)). Os valores encontrados para herdabilidade foram altos, variando 

entre 77% (pureza) e 96% (TCH), comprovando a excelência dos dados para a posterior 

utilização na detecção de QTLs (Quantitative Trait Loci). A este artigo serão futuramente 

agregados dados de outra população de mapeamento, derivada do cruzamento entre as variedades 

SP80-3280 e RB835486, que foi avaliada seguindo os mesmos critérios e locais, a qual ainda 

encontra-se em fase de análise. O capítulo II utiliza a análise de todos os dados referentes a 

características fenotípicas para a detecção de QTLs por marcas individuais. Foram genotipados 

290 marcadores SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms), e um total de 17 evidências de 

associação de QTL foi encontrado através de regressão linear e sete SNPs foram associados 

através da correlação genotípica-fenotípica, significando que os marcadores SNPs podem ser 

promissores quando aplicados aos programas de melhoramento de cana-de-açúcar. Para realizar a 

genotipagem dos SNPs foi necessário efetuar uma série de ajustes na técnica, que encontram-se 

discutidos no Anexo I. 
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Durante todo o período de doutorado, foi realizado um estudo paralelo de mapeamento 

genético e mapeamento de QTL em cana-de-açúcar de um cruzamento bi-parental pertencente ao 

IAC (Instituto Agronômico de Campinas), Centro de Cana, localizado na cidade de Ribeirão 

Preto, estado de São Paulo. Foi construído um mapa genético, utilizando 634 marcas segregando 

em dose única, com cobertura total de 4370 cM. O mapa genético foi utilizado para mapear os 

QTLs, através de mapeamento por intervalo composto. Foram mapeados19 QTLs para diâmetro e 

peso dos colmos, fibra, quantidade de sólidos solúveis (Brix) e teor de sacarose (Pol). Esses 

resultados encontram-se no Anexo II, em forma de artigo, intitulado em “Mapping Quantitative 

Trait Loci for yield components in a bi-parental cross between two commercial sugarcane 

(Saccharum spp.) varieties” a ser submetido à revista Molecular Breeding. 

Os genitores desta população também foram alvo de estudos envolvendo sequenciamento 

do transcriptoma de folhas, o que resultou no artigo científico “De Novo Assembly and 

Transcriptome Analysis of Contrasting Sugarcane Varieties” publicado no periódico Plos One 

(DOI: 10.1371/journal.pone.0088462). Este artigo encontra-se no Anexo III e refere-se à análise 

do transcriptoma de folhas de seis variedades de cana-de-açúcar envolvidos em cruzamentos bi-

parentais (IACSP96-3046 e IACSP95-3018, SP81-3250 e RB925345, e SP80-3280 e 

RB835486). Através de sequenciamento em larga escala de cDNA e montagem de novo, foi 

possível obter genes únicos para cana-de-açúcar além de identificar um grande número de 

marcadores moleculares microssatélites (SSR) e polimorfismo de base única (SNP). 

O grupo esteve inserido em um trabalho realizado com genotipagem de cana-de-açúcar 

por meio de SNPs, ajudando no conhecimento sobre as otimizações e principalmente na análise 

dos dados da genotipagem dos SNP. Os resultados foram publicados no periódico Scientific 

Reports (DOI: 10.1038/srep03399), intitulado “SNP genotyping allows an in-depth 

characterisation of the genome of sugarcane and other complex autopolyploids”, anexo IV. 

A tese ainda conta com uma discussão envolvendo todos os resultados obtidos ao longo 

do desenvolvimento do trabalho, resumo dos resultados e uma conclusão geral. A grande 

complexidade do genoma da espécie representa um estimulante desafio para geneticistas de 

espécies poliploides, em especial quando é alcançado conhecimento inédito, como é o caso da 

presente tese. Muito ainda deve ser feito para que as informações sejam realmente aplicadas aos 

programas de melhoramento genético de cana-de-açúcar, que serão discutidas nas perspectivas 

para a continuidade do trabalho.  
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Introdução 

 

O gênero Saccharum e seu melhoramento ao longo da história 

A cana-de-açúcar (Saccharum spp) tem como centro de origem a Ásia, destacando 

Nova Guiné, China e Índia como centros de maior diversidade (Roach e Daniels 1987). Ao 

longo de anos se disseminou para África e Europa. No apogeu da navegação portuguesa 

(século XV) ocorreu uma fase de expansão para ilhas do Atlântico, figurando como centro 

difusor para as Américas (Figura 1). O cultivo da cana-de-açúcar no Brasil iniciou cerca de 

30 anos após sua descoberta, expandindo-se rapidamente ao Nordeste do país, devido ao 

clima favorável e solo fértil, dando início a um monopólio mundial de produção de açúcar 

ao Brasil (Figueiredo 2008). 

 

Figura 1. Áreas de cultivo de cana-de-açúcar no mundo destacadas em preto. Centro de 

origem, destacado em vermelho (Fonte: Ometto 1982). 

 

É uma planta perene, alógama, autopoliploide, isto é, resultado da duplicação de um 

único genoma, cultivada principalmente em regiões tropicais e subtropicais e apresenta 

hábito de perfilhamento, característica que influencia todo o manejo da cultura e confere 

sua propagação vegetativa. Pertence à divisão Magnoliophyta, classe Liliopsita, ordem 

Cyperales, família Poaceae, tribo Andropogoneae, subtribo Saccharininae, gênero 

Saccharum, contendo seis espécies: Saccharum officinarum (2n=80), S. barberi (2n=81-

124), S. robustum (2n=60-250), S. spontaneum (2n=40-128), S. sinensis (2n=111-120) e S. 

edule (2n=60-80) (Cronquist 1981). Hibridações interespecíficas entre S. officinarum e S. 

spontaneum seguido de sucessivos retrocruzamentos com S. officinarum, processo 

denominado “nobilização” ou domesticação, mudaram o cenário do cultivo de cana-de-

açúcar, já que antes, apenas a espécie S. officinarum era utilizada devido ao alto acúmulo 
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nos níveis de sacarose. Este processo ocasionou um grande avanço no melhoramento 

genético da cultura, pois gerou maior variabilidade para a cana-de-açúcar. Assim surgiram 

as variedades modernas ainda cultivadas atualmente, que concentram as características de 

alto acúmulo de sacarose e resistência a pragas e doenças (Roach 1972, Ming et al. 2006). 

Essas variedades apresentam a maior parte de seu genoma, cerca de 80%, originado do S. 

officinarum (D’Hont et al. 1996). 

Historicamente, o processo de melhoramento genético da cana-de-açúcar é antigo, 

tendo seu início no próprio centro de origem, baseado em domesticação e seleção visual. 

Ao longo dos anos passou a sofrer maior interferência do homem ao realizar hibridações 

entre as espécies, em especial entre S. officinarum e S. spontaneum. Um programa de 

melhoramento de cana-de-açúcar tem início na obtenção de variabilidade genética através 

do cruzamento, geralmente, entre cultivares comerciais ou clones pré-comerciais que sejam 

bastante distintos entre si e com bons atributos agronômicos (Cruz et al. 2004), seguido por 

diversos níveis de seleção até identificar e selecionar o genótipo superior (Souza Júnior 

1989, Souza Júnior 1995, Bressiani 2001). Deste modo, a obtenção de uma variedade de 

cana-de-açúcar exige longo tempo, normalmente 12 a 15 anos, desde a escolha dos 

parentais até o plantio em escala comercial (Landell et al. 1999). Em razão da cana-de-

açúcar ser uma espécie alógama, autopoliploide e de propagação vegetativa, existe uma 

grande variabilidade genética já na primeira geração de cruzamento (F1), originando 

progênies altamente heterozigóticas. Devido à propagação vegetativa, há uma fixação do 

potencial genético individual do clone, não havendo alteração genética ao longo das 

gerações (Borém e Miranda 2005). Entretanto, a autopoliploidia associado à hibridização 

interespecífica entre S. officinarum e S. spontaneum, aneuploidia e variação dos eventos de 

recombinação resulta em uma grande complexidade de seu genoma (Grivet e Arruda 2001). 

A cana-de-açúcar é considerada uma cultura de grande valor econômico, assim 

como seus principais derivados açúcar e etanol, que geram milhões de reais por ano e 

colocam o país como o maior produtor destes produtos. No Brasil, o agronegócio da cana-

de-açúcar constitui um dos setores de maior geração de empregos diretos e indiretos. 

Segundo dados da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), estima-se que a área 

colhida destinada a atividade sucroalcooleira seja de 9,5 milhões de hectares (Unica 2014). 

Aliado a isso, a previsão total de cana que será moída na safra 2013/2014 é de 625 milhões 
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de toneladas, sendo a produtividade média brasileira estimada em 80 toneladas/ha (Unica 

2014). 

 

Marcadores moleculares 

Marcadores moleculares são fragmentos de DNA que permitem a distinção de 

variações alélicas dentro do genoma de indivíduos da mesma espécie e entre espécies 

(Borém e Santos 2004). As causas da variação genética entre os indivíduos são atribuídas 

às recombinações gênicas durante a meiose e pelas mutações, sendo a causa mais comum, a 

troca de um nucleotídeo por outro. Uma vez conhecida as causas das variações alélicas elas 

podem ser classificadas quanto às diferenças no número de sequências repetidas em tandem 

em um determinado loco (regiões de microssatélites ou SSR - Simple Sequence Repeat), 

pelas inserções ou deleções (InDels) de parte do genoma e também no polimorfismo de 

base única ou SNP (Single Nucleotide Polymorphism). 

Nos últimos anos houve um grande avanço dos marcadores moleculares, 

contribuindo para o desenvolvimento de estudos realizados pela comunidade científica. Os 

marcadores moleculares podem ser divididos em três grupos: (1) os de baixo rendimento, 

que são aqueles baseados em hibridização incluindo o RFLP (Restriction Fragment Length 

Polymorphism); (2) os que apresentam rendimento médio, constituído pelos marcadores 

baseados em PCR, incluindo o RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP 

(Amplified Fragment Length Polymorphism) e SSRs; (3) e os marcadores com alto 

rendimento baseados em sequências, incluindo os SNPs. 

Dentre suas aplicações no melhoramento genético vegetal, está a seleção assistida 

de fenótipos de importância agronômica. Uma vez mapeados e identificados, tais fenótipos 

podem ser selecionados indiretamente por marcadores moleculares diretamente ligados a 

eles, através da seleção assistida por marcadores (SAM). A identificação da ligação entre 

marcador e a característica de interesse é um pré-requisito para a aplicação da SAM 

(Grupta et al. 1999, Morgante e Salamini 2003, Charcosset e Moreau 2004, Pinto et al. 

2009). Considerando que um programa de melhoramento de cana-de-açúcar leva no 

mínimo 10 anos para lançar uma nova cultivar, os marcadores moleculares podem 

representar uma importante ferramenta, já que reduzem o tempo de lançamento de novas 
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cultivares e podem reunir diversas características agronômicas desejáveis na mesma planta 

(Pinto et al. 2009). 

Em genomas eucariotos, as sequências de DNA contendo microssatélites são muito 

frequentes e distribuídas ao acaso, além de serem locos genéticos altamente polimórficos 

(Ferreira e Grattapaglia 1998). Algumas de suas aplicações são observadas em estudos de 

diversidade genética e desequilíbrio de ligação (Hao et al. 2011, Chen et al. 2012), na 

construção de mapas genéticos e na identificação de QTLs (Ting et al. 2012, Yu et al. 

2011) e em estudos de transferibilidade entre espécies correlacionadas (Wang et al. 2005). 

A exploração dos marcadores com alvo nas sequências repetitivas apresenta uma limitação, 

o espaçamento médio entre estas sequências em diferentes espécies vegetais é de 

aproximadamente 6 a 7 Kb (Cardle et al. 2000). Porém, esta limitação é suprida por sua 

natureza multialélica, o que torna estes locos altamente informativos. 

Existem dois tipos de marcadores microssatélites: (1) os genômicos, obtidos de 

sequências randômicas do DNA, (2) e aqueles oriundos de sequências expressas, 

denominados de EST-SSRs (Expressed Sequence Tags) ou marcadores funcionais. Os EST-

SSRs são menos informativos devido a sua origem, porém há uma maior probabilidade de 

estarem geneticamente associados a uma característica fenotípica avaliada, além de 

apresentarem homologia com genes candidatos, facilitando o mapeamento de QTLs. Desta 

forma, são considerados marcadores ideais para SAM em programas de melhoramento 

genético (Liu et al. 2012).  

Os SNPs são variações na sequência de DNA que ocorrem quando um único 

nucleotídeo na sequência do genoma é alterado. São considerados a forma mais abundante 

de variação, e encontram-se dispersos ao longo de todo o genoma (Brookes 1999). A 

primeira observação das variações pontuais no DNA foi constatada com o sequenciamento 

do genoma humano ao se comparar segmentos correspondentes. Em humanos, estima-se 

que ocorra um a cada 1.000 nucleotídeos (Collins et al. 1998). Estudos posteriores mostram 

que a frequência de SNPs em algumas plantas pode ser maior do que a encontrada no 

genoma humano, como é o caso da batata, que apresenta um SNP a cada 21 pb (Rickert et 

al. 2003), do trigo, com um SNP a cada 370 pb (Khlestina e Salina 2006), do sorgo (planta 

mais próxima geneticamente da cana-de-açúcar) com pelo menos três SNPs a cada Kb 

(Feltus et al. 2004). Por apresentarem distribuição abundante, os SNPs vêm sendo 
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aplicados na construção de mapas genéticos de alta resolução (Ganal et al. 2011), na 

identificação de cultivares (Cabezas et al. 2011), em estudos de mapeamento por 

associação com características de interesse econômico (Poland et al. 2011), entre outras. 

Existem dois tipos de mutação, as classificadas como de transição, que são as mais 

comuns, em que há troca de uma purina por outra purina (A/G) ou de uma pirimidina por 

outra pirimidina (C/T), e as do tipo transversões, menos frequentes e acontecem quando há 

troca de uma purina por uma pirimidina, ou pirimidina por purina (C/G, C/A, T/G ou T/A). 

Teoricamente qualquer um dos quatro nucleotídeos pode estar envolvido na variação em 

uma posição do genoma de uma espécie. Entretanto na prática, observa-se que os SNPs se 

comportam como marcadores bialélicos, e as mutações com maior incidência ocorrem entre 

apenas dois nucleotídeos (Brookes 1999). Este comportamento faz com que um único loco 

SNP apresente conteúdo informativo menor se comparado com marcadores multialélicos 

(Gupta et al. 2001), deste modo é necessária a utilização de um maior número de SNPs para 

assegurar a cobertura de todo o genoma. 

Os SNPs ocorrem em regiões codificadoras e não codificadoras nos genomas. 

Quando ocorre uma substituição de aminoácido na sequência proteica em regiões 

codificadoras, ela pode ser classificada como não-sinônima. Nesse caso há mudança de 

aminoácido e pode ocorrer modificações estruturais e funcionais na proteína. Se a 

substituição não alterar o aminoácido formado, é considerada sinônima. Embora SNPs 

sinônimos não alterem a sequência proteica, eles podem modificar a estrutura e a 

estabilidade do RNA mensageiro (Kwok 1999).  

Existem diferentes metodologias utilizadas na identificação de SNPs. Entre elas 

estão o sequenciamento direto do DNA ou RNA, a busca in silico em banco de dados 

disponíveis, e também através de métodos bioquímicos que investigam a presença de 

variantes. Após a identificação de SNPs é necessário determinar sua frequência em um 

grupo de indivíduos, certificando-se de sua natureza polimórfica. O rápido 

desenvolvimento dos métodos de genotipagem de SNPs vem acontecendo devido a redução 

dos custos assim como o aumento da eficiência dos métodos. Destacam-se a utilização da 

espectrometria de massas (MALDI-TOF MS- Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization 

Time-of-Flight Mass Spectrometry) (Bundock et al. 2009), de PCR em tempo real e de 

microarranjos (Syvänen 2001), além de metodologias para genotipar dezenas de milhares 

5 

 



de SNPs em um único ensaio utilizando as tecnologias de nova geração (Davey et al. 

2011). 

O grande diferencial dos marcadores SNPs é sua aplicação nas espécies poliploides. 

A maioria dos trabalhos envolvendo estas espécies utilizam marcadores moleculares em 

dose única SDRF (Single Dose Restriction Fragment) (Wu et al. 1992). Estes marcadores 

baseiam-se apenas na presença ou ausência do alelo. Desta forma, mesmo os marcadores 

co-dominantes, funcionam como dominantes (da Silva et al. 1995), significando perdas de 

informações sobre outras dosagens. Neste cenário, os marcadores SNPs são mais 

informativos, já que não só determinam a existência de polimorfismo de um loco SNP, 

como também são capazes de determinar sua frequência em diferentes genótipos. No caso 

especial da cana-de-açúcar a genotipagem de locos SNPs envolve a identificação do 

polimorfismo e o número de cópias alélicas (frequência de cada alelo que possui o loco 

SNP). Desta forma, um SNP será polimórfico entre dois genótipos quando diferir quanto à 

base analisada ou ao número de cópias alélicas presente em cada um dos genótipos. 

Os métodos de espectrometria de massa têm sido geralmente utilizados para 

detectar e quantificar com precisão alelos com frequências muito baixas (Oberacher 2008). 

A técnica de espectrometria de massa MALDI-TOF vem sendo aplicada em estudos 

envolvendo DNA e se mostrou uma metodologia poderosa na genotipagem de SNPs. 

Apresenta algumas vantagens sobre os métodos tradicionais de análise de DNA: (1) é um 

método extremamente preciso, pois os resultados gerados não se baseiam no comprimento 

dos alelos, mas sim a partir do peso molecular de cada molécula, uma propriedade física 

intrínseca da molécula, excluindo a utilização de padrões de tamanho; (2) os experimentos 

também excluem a necessidade da utilização de géis, permitindo que a separação e 

detecção de variações no DNA seja significativamente mais rápida se comparada aos 

métodos tradicionais de eletroforese (Tost e Gut 2003). A velocidade da aquisição de um 

sinal completo leva cerca de 100 microsegundos; (3) e, finalmente, a técnica possibilita a 

análise de múltiplas reações (multiplex), além da automação completa de todos os 

procedimentos, desde a preparação das amostras até a aquisição e processamentos dos 

dados. Esta característica assegura uma análise dos ácidos nucléicos em larga escala 

(Griffin e Smith 2000), conferindo um alto rendimento, o que significa tempo e custos 

reduzidos. 
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A resolução da atual geração de espectrômetros de massa MALDI-TOF permite a 

fácil distinção da substituição de nucleotídeos com variação de massa de 1-7 Daltons, o que 

corresponde ao tamanho de DNA de 3-25 nucleotídeos (Gut 2004). Isto significa que em 

um indivíduo heterozigoto é possível distinguir as seis possibilidades bialélicas do primer 

de extensão: A/C, A/G, A/T, C/G, C/T e G/T. A variação mais fácil de ser resolvida se dá 

entre os nucleotídeos G e C, pois a diferença é de 40 Daltons. O maior desafio da 

genotipagem bialélica é a configuração A/T, porque os nucleotídeos A e T diferem-se em 

apenas 9 Daltons. Enquanto os SNPs bialélicos de maiores frequências de ocorrência são 

A/G e C/T, diferindo de 16 e 15 Daltons, respectivamente (Haff et al. 2001). 

A identificação de marcadores SNPs em plantas com genoma complexo apresenta 

uma série de obstáculos. O maior deles é a alta repetitividade de regiões do genoma 

(Meyers et al. 2001) e como evitar tais porções. Algumas abordagens vêm sendo utilizadas, 

entre elas o re-sequenciamento pelo método Sanger (Wright et al. 2005), que é caro e 

laborioso, assim como o desenvolvimento in silico, através da mineração de banco de dados 

de EST (Batley et al. 2003). Como muitas culturas poliploides apresentam muitas regiões 

do genoma duplicadas, a mineração em banco de dados de EST resulta em um grande 

número de SNPs não polimórficos, representando sequências parálogas, consideradas 

pouco úteis para o melhoramento molecular. Em ambas as estratégias a frequência de 

desenvolvimento de SNPs é baixa por usar regiões codificantes do genoma. 

 

Mapeamento genético com ênfase em cana-de-açúcar 

Os mapas genéticos, ou mapas de ligação, identificam a posição de genes ou 

marcadores correspondente à sua ordem linear nos cromossomos, tornando-os uma 

ferramenta fundamental para estudos genéticos, com importante aplicação no 

melhoramento genético. Os primeiros mapas publicados foram baseados em marcadores 

morfológicos e citológicos, seguido por aqueles construídos através das isoenzimas e por 

fim, pelos construídos por marcadores de DNA (Carneiro e Vieira 2002). A disponibilidade 

de marcadores moleculares juntamente com eficientes métodos de análise dos dados 

permitiu uma popularização dos mapas genéticos entre a grande maioria das espécies 

vegetais, incluindo as que apresentam ciclo longo de vida, visto que antes era restrito às 

espécies com marcadores morfológicos disponíveis (Carneiro e Vieira 2002). Novos 
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marcadores moleculares foram surgindo ao longo dos anos, fazendo com que o rendimento 

da genotipagem aumentasse. O uso de diferentes marcadores moleculares para a construção 

de mapas genéticos apresenta como resultado final mapas com maior acurácia e resolução 

(Ball et al. 2010), permitindo um melhor entendimento de fenômenos importantes para a 

genética e o melhoramento. 

O passo inicial para a construção de um mapa genético é a escolha da população de 

mapeamento, que deve ser originada de genitores com maior distância genética entre si, 

objetivando explorar ao máximo o polimorfismo a ser revelado na população segregante 

(Paterson et al. 1991), além do desequilíbrio de ligação entre os locos. Tradicionalmente, as 

linhagens endogâmicas, oriundas de retrocruzamentos e populações F2, são utilizadas na 

construção dos mapas genéticos (Tanksley 1993) e são bem estabelecidas em espécies 

diploides. Contudo, cerca de 75% das espécies vegetais são poliploides (Henry et al. 2008) 

restringindo a aplicação de técnicas genético-estatísticas na construção de seus mapas 

genéticos (Pastina et al. 2010, Gazaffi et al. 2010). Em especial, para cana-de-açúcar, a 

dificuldade na construção dos mapas genéticos aumenta devido: (1) ao alto nível de ploidia 

associado a aneuploidia, resultando em um complexo padrão de segregação cromossômica 

durante a meiose (Heinz e Tew 1987), (2) a população de mapeamento é derivada de 

cruzamento entre genitores altamente heterozigotos, com números diferentes de alelos por 

loco, resultando em diversas proporções de segregações dos marcadores na progênie (Wu et 

al. 2002, Lin et al. 2003) e (3) as fases de ligação entre os marcadores são desconhecidas 

(Pastina et al. 2012). Contornando esta situação, Wu et al. (1992) propuseram a utilização 

de marcadores SDRF para a construção dos mapas genéticos, independente do nível de 

ploidia da planta. Estes marcadores estão presentes em cópia única em um dos genitores, 

segregando na progênie na proporção de 1:1, ou em uma única cópia em ambos genitores, 

segregando na proporção de 3:1. 

A maioria dos mapas genéticos publicados para cana-de-açúcar baseia-se na 

estratégia de pseudo-testcross (Grattapaglia e Sederoff 1994), que resulta na construção de 

dois mapas individuais, um para cada genitor (Daugrois et al. 1996, Ming et al. 2001, 2002, 

AlJanabi et al. 2007), explorando apenas a heterozigose em um dos genitores (segregação 

1:1). Refinando o mapeamento genético em poliploides, Garcia et al. (2006) propôs um 

mapa integrado baseando-se na metodologia proposta por Wu et al. (2002), incorporando 
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os marcadores em heterozigose em ambos os genitores (segregação 3:1), os quais atuam 

como pontes entre os genomas, identificando regiões de homologia entre eles (Maliepaard 

et al. 1997). Esta estratégia de mapa integrado foi utilizado por Oliveira et al. (2007). Os 

mapas genéticos integrados apresentam algumas vantagens, tais como mapas mais 

saturados, além de estimar uma melhor localização dos QTLs assim como as fases de 

ligação de maneira mais eficiente se comparado com a estratégia do pesudo-testcross. 

Porém, a utilização da abordagem de marcadores em dose única consegue acessar apenas 

uma sub amostragem do genoma, resultando em mapas pouco saturados, além de 

inviabilizar o estudo de dosagem alélica. Garcia et al. (2013) constatou que não existem 

razões biológicas consistentes em assumir que os locos em dose única se encontram em 

maiores proporções no genoma. Este fato discorda de muitos estudos em cana-de-açúcar 

que afirmam que marcadores em dose única estão presentes em maiores proporções (Aitken 

et al. 2005). 

Na literatura encontra-se diversos mapas genéticos disponíveis, destacando-se 

alguns desenvolvidos para as espécies S. spontaneum (Al-Janabi et al. 1993, da Silva et al. 

1993, Ming et al. 1998, Ming et al. 2002), S. officinarum (Al-Janabi et al. 1993, Mudge et 

al. 1996, Guimarães et al. 1999, Ming et al. 1998) e variedades comerciais (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, Aitken et al. 2007, Oliveira et al. 2007, Anoni et al. 2014 

(dado não publicado)). 

 

Detecção e mapeamento de QTLs 

Uma das aplicações de maior impacto dos mapas genéticos é a localização de genes 

que controlam características de importância econômica. Essas características apresentam 

heranças complexas e poligênicas, sendo que os genes ou locos cromossômicos que as 

controlam são denominados de QTLs (Faconer e Mackay 1996, Lynch e Walsh 1998). O 

princípio básico do mapeamento de QTLs é de fácil compreensão. Consiste em uma 

associação entre fenótipo e genótipo, isto é, baseia-se na relação entre a expressão 

fenotípica de uma dada característica quantitativa, com o resultado da avaliação dos 

marcadores moleculares, podendo estar associado a um efeito positivo ou negativo desta 

característica. Porém, é necessário entender suas limitações e dificuldades quando aplicado 
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à cana-de-açúcar. Sabe-se que o tamanho da população de mapeamento compromete a 

detecção de QTLs de efeito menor (Lych e Walsh 1998). Porém, esta dificuldade aumenta 

porque os métodos estatísticos para mapeamento de QTLs foram desenvolvidos para 

diploides, o que significa que são baseados em marcadores em dose única, e assim, como 

no mapeamento genético continuamos estudar uma sub amostragem do genoma da cana-de-

açúcar. Em outras palavras, a utilização apenas dos marcadores segregando em dose única 

ocasiona a inutilização de todas as outras segregações diferentes de 1:1 e 3:1, exigindo que 

a genotipagem da população ocorra com maior número de marcadores moleculares. A 

detecção dos QTLs em cana-de-açúcar ainda apresenta outro fator agravante atribuído ao 

alto nível de ploidia, resultando em baixo efeito individual do QTL (Aitken et al. 2008). 

Uma vez que o mapeamento é realizado observando as descendências do cruzamento, a 

herdabilidade adquiri grande importância neste contexto. Por definição, herdabilidade 

revela o grau de correspondência entre o fenótipo e o genótipo, e é a porção genotípica 

transmitida aos descendentes (Faconer e Mackay 1996). Assim, valores de herdabilidade 

altos para uma determinada característica fenotípica significa que tal característica pode ser 

mapeada mais facilmente. 

Para o mapeamento de QTLs é necessário o uso de sofisticadas metodologias 

estatísticas, além de um grande suporte computacional devido à complexidade das análises 

(Pastina et al. 2010). Os modelos estatísticos mais usados em cana-de-açúcar no 

mapeamento de QTLs são (1) análises de marcas individuais (Single Marker – SM): a ideia 

central baseia-se na comparação entre as médias fenotípicas com as diferentes classes 

genotípicas de um determinado marcador, calculada através do teste t, análise de variância, 

regressão linear simples e múltipla e também pelo método de máxima verossimilhança. É o 

método mais simples que dispensa a necessidade de um mapa genético, porém a posição do 

QTL não pode ser inferida e existe uma confusão entre efeito do QTL com distância da 

marca, ou seja, não é possível diferenciar um QTL de um pequeno efeito situado próximo 

ao marcador de um QTL de grande efeito (Liu, 1998). Essas limitações conferem à análise 

baixo poder de detecção de QTLs (Doerge 2002); (2) mapeamento por intervalo (Interval 

Mapping – IM) (Lander e Botstein 1989): através de um par de marcadores adjacentes faz 

inferências sobre a presença de um provável QTL dentro deste intervalo utilizando 

informações de um mapa genético. Apresenta maior poder estatístico comparado ao SM, 
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porém por utilizar um par de marcas por vez, não permite analisar a interação entre QTLs 

presentes em diferentes intervalos de mapeamento dentro do genoma, podendo resultar no 

mapeamento de QTLs falsos positivos (Doerge 2002); (3) mapeamento por intervalo 

composto (Composite Interval Mapping – CIM) (Zeng 1993, Zeng 1994): combina o IM 

com outros marcadores utilizados como cofatores, o que permite controlar os efeitos de 

outros QTLs em diferentes intervalos de mapeamento. Por utilizar um único QTL por vez, 

o risco de assumir muitas marcas como cofatores é alto, (4) e recentemente Gazaffi (2009) 

desenvolveu uma metodologia utilizando CIM específico para população de irmãos 

completos, que não só permite a localização do QTL, fase de ligação e segregação entre os 

genitores, mas também a análise do QTL com diferentes segregações dos genitores. Esta 

abordagem foi utilizada por Souza et al. (2012) e Anoni et al. (2014 dados não publicado). 

Diversos estudos relacionados a mapeamento de QTLs ligados à características de 

produção e produção de açúcar foram publicados em cana-de-açúcar, tais como Ming et al. 

(2001, 2002a, 2002b), Hoarau et al. (2002), McIntyre et al. (2005), da Silva e Bressiani 

(2005), Reffay et al. (2005), Aitken et al. (2006; 2008), Piperidis et al. (2008), Pastina et 

al. (2012), Shing et al. (2013). Todos contribuíram para aprimorar o conhecimento da 

estrutura genética da cana-de-açúcar, porém, até o presente momento não foi possível obter 

um mapa altamente saturado utilizando apenas marcadores SRDF. 
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Objetivos 

 

Objetivo Geral 

 

Contribuir para o melhor entendimento genético da cana-de-açúcar por meio da 

detecção de marcadores moleculares ligados a características de importância econômica em 

população biparental de mapeamento, considerando na análise, a ploidia e dosagem alélica 

variável presente em cana-de-açúcar. 

 

Objetivos específicos 

• Avaliar as características fenotípicas de interesse econômico relacionadas à 

produção (altura, diâmetro, número e peso dos colmos) e qualidade (sólidos 

solúveis, teor de sacarose do caldo e do colmo, pureza do caldo, teor de fibra) em 

diferentes locais e anos (colheita) 

• Utilizar um modelo estatístico que permita a análise da interação locais e anos 

(colheita) 

• Estabelecer uma metodologia de genotipagem dos SNPs, utilizando a plataforma 

Sequenom iPLEX MassARRAY® (Sequenom Inc., San Diego, California, USA) 

• Genotipar a população de mapeamento com microssatélites ESTs e SNPs 

polimórficos  

• Integrar ambos os marcadores utilizados (EST-SSRs e SNPs) ao mapa genético 

preliminar construído a partir do cruzamento SP81-3250 x RB925345 

• Detectar os QTLs ligados às características fenotípicas avaliadas 
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Capítulo I 

 

 

Uso de um modelo estatístico sofisticado para cana-de-açúcar usando características 

fenotípicas 

 
a Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética (CBMEG), Departamento de Genética e Evolução, Universidade Estadual de 
Campinas (UNICAMP), Cidade Universitária Zeferino Vaz, CP 6010, 13083-875 Campinas, SP, Brazil 
b Departamento de Genética, Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (ESALQ), Universidade de São Paulo (USP), CP 83, 
13400-970 Piracicaba, SP, Brazil 
c Centro de Ciências Agrárias, Universidade Federal de São Carlos , Rodovia Anhanguera, Km 174, Araras - São Paulo – Brazil 

 

 

Resumo 

 

A população segregante de cana-de-açúcar contendo 240 indivíduos F1 derivada do 

cruzamento entre as variedades SP81-3250 e RB925345 foi avaliada por três anos (2011, 

2012 e 2013) para as características de produção (altura, diâmetro, número e peso dos 

colmos e toneladas de cana por hectare) e características de qualidade (sólidos solúveis, 

teor de sacarose do caldo e do colmo, pureza do caldo, teor de fibra e toneladas de pol por 

hectare) nos municípios de Araras e Ipaussu, ambos no estado de São Paulo. Através de 

modelos mistos foi estimada a média, matriz de variância e covariância (VCOV), 

herdabilidade e a correlação fenotípica entre todas as características avaliadas. mostraram 

um ótimo controle ambiental. Para as características de produção, a herdabilidade variou 

entre 0,83 (altura dos colmos) a 0,96 (toneladas de cana por hectare). Entre as 

características de qualidade, o menor valor de herdabilidade foi 0,77 (pureza) enquanto que 

o maior foi 0,88 (teor de fibra). Ao considerar todas as características, foi encontrado 30 

correlações fenotípicas significativas, importantes para uma possível seleção indireta. Os 

resultados apresentados podem ser úteis ao melhoramento da cana-de-açúcar no intuito de 

diminuir o tempo da liberação necessária para novas cultivares. 

 

Palavras-chave: poliploide, locos de características quantitativas, múltiplos ambientes 
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1. Introdução 

 

A cana-de-açúcar (Saccharum spp.) é uma espécie autopoliploide complexa e é 

considerada uma das culturas mais cultivadas mundialmente (ver http://www.fao.org). 

Cultivares comerciais de cana-de-açúcar são resultados do cruzamento interespecífico entre 

a espécie domesticada Saccharum officinarum (2n = 80) e a espécie selvagem S. 

spontaneum (2n = 40–120), seguido de diversos retrocruzamentos com a S. officinarum 

(Irvine, 1999; Ha et al., 1999). A complexidade de seu genoma pode ser atribuído ao 

elevado número de cromossomos, variando de 100 a 130 (D’Hont et al., 1998; Irvine, 

1999), ao tamanho do genoma, aproximadamente 10 Gb (D’Hont e Glaszmann, 2001; 

D’Hont, 2005; Piperidis et al., 2010) e a variação do número de cromossomos que pode ser 

encontrada nos grupos hom(e)ólogos, caracterizando a aneuploidia (Grivet e Arruda, 2001). 

Um dos objetivos principais de um programa de melhoramento consiste em 

aumentar a produção (Cox et al., 1994) e pode ser alcançado através do conhecimento 

acumulado sobre o melhoramento de plantas. Desde o início da agricultura, a domesticação 

das plantas foi baseada na seleção visual do melhor fenótipo. Gregor Mendel em 1900 

formulou as teorias que originaram as leis da genética e os mecanismos de herança das 

características. A partir destes conhecimentos, o fenótipo passou a ser definido como 

resultado da ação de um ou mais genes com o ambiente. Assim, o entendimento dos 

componentes genéticos e relações entre as características de interesse com o ambiente são 

essenciais para desenvolver as estratégias de melhoramento (Cruz et al., 2004). A porção da 

variância genética também é importante para calcular a herdabilidade e conhecer a porção 

da variância fenotípica atribuída aos efeitos genéticos hereditários (Falconer e Mackay, 

1996), podendo ser utilizada em estudos de resposta a seleção. 

Várias características relacionadas à produção de cana-de-açúcar apresentam 

variação quantitativa e podem ser correlacionadas entre si. Por exemplo, os componentes de 

produção de açúcar dependem da combinação entre o diâmetro, altura, número e peso dos 

colmos e Brix (Hoagarth, 1971). Alto teor de fibra afeta o teor de açúcar e a eficiência da 

moagem, pois reduz a quantidade de caldo extraído, exigindo mais energia para moer a 

cana-de-açúcar (Ming et al., 2002). Por outro lado o baixo teor de fibra diminui a queima 

do bagaço, resultando em baixa eficiência da energia recuperada (Hoagarth, 1971; Ming et 
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al., 2002). Através dos exemplos citados fica comprovado à existência de uma complexa 

relação entre as características, dificultando a seleção de variedades superiores. Assim, o 

mapeamento dos locos de características quantitativas (QTL - Quantitative Traits Loci) 

tornou-se uma ferramenta importante para buscar um melhor entendimento da arquitetura 

genética dos locos que as controlam. 

Devido à complexidade destas características, a estimativa eficiente de parâmetros 

genéticos está condicionada à escolha de modelos estatísticos mais refinados. Respondendo 

a essa demanda é observada diferentes estratégias disponívies na literatura científica. Nos 

modelos tradicionais, como a análise de variância conjunta, todos os efeitos são 

considerados fixos (com exceção do erro residual) o que limita o poder da análise. A 

abordagem de modelos lineares mistos (Henderson 1984) tem proporcionado algumas 

vantagens em comparação aos modelos lineares comuns principalmente em experimentos 

de cana-de-açúcar que normalmente são conduzidos em vários locais e anos (colheitas), 

chamados de METs (Multi-Environment Trial). Entre as vantagens, destacam-se a 

capacidade de considerar algumas variáveis como aleatórias, ao invés de fixas, além de 

utilizar diferentes estruturas de variância-covariância de efeitos aleatórios para verificar a 

presença de heterocedasticidade e correlações entre os fatores. Esta abordagem permite a 

análise de dados desbalanceados (Smith et al., 2005; Pastina et al., 2012), além de utilizar 

modelos mais realistas para a variação de erro (blocos incompletos, a correlação espacial) e 

assumir alguns conjuntos de efeitos (por exemplo, genótipos) como aleatório (Smith et al., 

2005). 

A escolha em estabelecer um efeito como sendo fixo ou aleatório depende do 

objetivo da análise (Smith et al., 2005). Se o objetivo da análise for seleção, isto é, 

identificar as melhores variedades entre outras em seleção, os efeitos devem ser 

considerados como aleatórios. Na análise em que o objetivo é a diferença entre pares de 

variedades, o mais indicado é considerar o efeito como fixo. De acordo com o tipo de 

efeito, existem dois procedimentos de estimação, o melhor estimador linear não viesado 

(BLUE - Best Linear Unbiased Estimation) para efeitos fixos e o melhor preditor linear não 

viesado (BLUP - Best Linear Unbiased Prediction, Henderson, 1950) para efeitos 

aleatórios. 

17 

 



O objetivo deste trabalho foi propor o uso de modelos lineares mistos através da 

modelagem adequada das matrizes de variância-covariância (VCOV) para os efeitos 

genéticos (G) e não genéticos, obter os componentes de variância para estimar a 

herdabilidade e as correlações fenotípicas entre as características de produção e de 

qualidade de uma população segregante de cana-de-açúcar. Estas análises devem ser 

consideradas o primeiro passo para o mapeamento de QTLs. 

 

2. Material e métodos 

 

2.1 Material vegetal 

 

A população segregante usada para coletar dados fenotípicos foi desenvolvida pelo 

Programa de Melhoramento Genético da Cana-de-Açúcar da UFSCar (Universidade 

Federal de São Carlos), que faz parte da RIDESA (Rede interinstitucional de 

Desenvolvimento do Setor sucroalcooleiro). Foi constituída por 240 indivíduos 

provenientes do cruzamento entre as variedades comerciais SP81-3250 (genitor feminino) e 

RB925345 (genitor masculino). A variedade SP81-3250 apresenta resistência à ferrugem 

marrom, enquanto RB925345 é suscetível. Ambas as variedades apresentam alta 

produtividade, teor de sacarose e teor de fibra. 

 

2.2 Dados fenotípicos 

 

A população segregante foi plantada em 2010 em dois locais (Araras e Ipaussu, 

ambos no Estado de São Paulo, Brasil) e avaliados no primeiro, segundo e terceiro anos de 

colheita (2011, 2012 e 2013) para diâmetro dos colmos (DC, em mm), altura dos colmos 

(AC, em m), número de colmos (NC), peso dos colmos (PC, em kg), teor de sólidos 

solúveis (Brix), teor de sacarose da cana-de-açúcar (Pol%Cana), teor de sacarose do caldo 

(Pol%Caldo), pureza (PUR), fibra (FIB), toneladas de cana por hectare (TCH) e toneladas 

de Pol por hectare (TPH). O delineamento experimental foi em blocos aumentados de 

Federer, composto por blocos incompletos com até 27 genótipos do cruzamento bi-parental 
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e três padrões de checagem. Os padrões foram as variedades SP80-3150, RB925345, 

RB867515. 

Todos os dados fenotípicos foram coletados e avaliados 12 meses após o plantio e 

12 meses após o corte, nos três anos, de acordo com a metodologia descrita por 

CONSECANA (2006). Para Brix, Pol%Cana, Pol%Caldo, PUR e FIB apenas duas 

repetições de cada local foram avaliadas, enquanto que o restante das características foram 

avaliadas em todas as repetições dos dois locais. Todas as características foram avaliadas 

em um conjunto de 10 colmos por parcela. Ao compor o peso foi adicionado o peso total de 

cada parcela. O número de colmos foi estimado por contagem direta dos mesmos no 

campo. O valor de TCH foi determinado multiplicando o peso por metro linear pela 

constante 6.666,67. Através dos valores para TCH e Pol% Cana foi estimado TPH. 

 

2.3 Análise dos dados 

 

O modelo misto para diferentes locais e anos (colheita) foi usado para calcular as 

médias ajustadas conjuntas, para obter correlações genéticas entre as características e 

classificação de genótipos para a seleção. As análises foram realizadas no programa 

GenStat 16 ª edição (Payne et al., 2009), baseado na máxima verossimilhança (REML), 

utilizando o seguinte modelo linear: 

 𝑦𝑦𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖 = 𝜇𝜇 + 𝑙𝑙𝑖𝑖 + ℎ𝑖𝑖 + 𝑟𝑟𝑖𝑖(𝑖𝑖𝑖𝑖) + 𝑏𝑏𝑖𝑖(𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖) + 𝑡𝑡𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖 + 𝜀𝜀𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖 

 

onde 𝑦𝑦𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖 é o fenótipo do genótipo 𝑖𝑖 no bloco 𝑗𝑗 na repetição 𝑘𝑘 do local 𝑛𝑛 e colheita 𝑚𝑚, 𝜇𝜇 

é a média, 𝑙𝑙𝑖𝑖 é o efeito fixo do local 𝑛𝑛P

th (𝑛𝑛 = 1, 𝑁𝑁 = 2), ℎ𝑖𝑖 é o efeito fixo da colheita 𝑚𝑚P

th 

(𝑚𝑚 = 1, … ,𝑀𝑀; 𝑀𝑀 = 2 ou 𝑀𝑀 = 3 dependendo do local), 𝑟𝑟𝑖𝑖(𝑖𝑖𝑖𝑖) é o efeito fixo da repetição 𝑘𝑘P

th (𝑘𝑘 = 1, … ,𝐾𝐾; 𝐾𝐾 = 2 or 𝐾𝐾 = 3 dependendo da característica) no local 𝑚𝑚 e colheita 𝑛𝑛, 𝑏𝑏𝑖𝑖(𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖) é o efeito aleatório do bloco 𝑗𝑗P

th na repetição 𝑘𝑘 no local 𝑛𝑛 e colheita 𝑚𝑚, 𝑡𝑡𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖 é o 

efeito aleatório tratamento 𝑖𝑖P

th (𝑖𝑖 = 1, … , 𝐼𝐼; 𝐼𝐼 = 243) no local 𝑛𝑛 e colheita 𝑚𝑚, e 𝜀𝜀𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖 é o 

erro residual. Os tratamentos foram separados em dois grupos, sendo 𝑔𝑔𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑔𝑔𝑖𝑖𝑖𝑖 o efeito 

genético aleatório do genótipo 𝑖𝑖𝑗𝑗P

th (𝐼𝐼 = 1, … , 𝐼𝐼𝑔𝑔; 𝐼𝐼𝑔𝑔 = 240𝑗𝑗 = 1, … , 𝐽𝐽𝑔𝑔 = 380) no local 𝑛𝑛 e 

colheita 𝑚𝑚, e 𝑐𝑐𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖 o efeito fixo do padrão 𝑖𝑖𝑗𝑗P

th (𝑖𝑖 = 𝐼𝐼𝑔𝑔 + 1, … , 𝐼𝐼𝑔𝑔 + 𝐼𝐼𝑐𝑐; 𝐼𝐼𝑐𝑐 = 3𝑗𝑗 = 𝐽𝐽𝑔𝑔 +
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1, … , 𝐽𝐽𝑔𝑔 + 𝐽𝐽𝑐𝑐 = 383 and 𝐼𝐼𝑔𝑔 + 𝐼𝐼𝑐𝑐 = 243) no local 𝑛𝑛 e colheita 𝑚𝑚. Para genótipos, assumiu-se 

que o vetor 𝑔𝑔 = (𝑔𝑔111, … ,𝑔𝑔𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼)′ possui distribuição normal multivariada com vetor de 

média zero e matriz VCOV genética 𝐺𝐺 = 𝐺𝐺𝑃𝑃⨂𝐼𝐼𝐼𝐼𝑔𝑔, isto é, 𝑔𝑔 𝑁𝑁(0,𝐺𝐺), onde 𝑃𝑃 é o número de 

combinações de local-colheita, ⨂ representa o produto direto de Kronecker entre as 

matrizes genética 𝐺𝐺𝑃𝑃 e de identidade 𝐼𝐼𝐼𝐼𝑔𝑔  com respectivas dimensões 𝑃𝑃 × 𝑃𝑃 e 𝐼𝐼 × 𝐼𝐼 número 

de combinações de local-colheita e genótipos, respectivamente. Diversas estruturas de 

variância e covariância foram examinadas para matriz 𝐺𝐺𝑃𝑃 (Talela 1) e comparadas pelos 

critérios de informação Akaike (𝐴𝐴𝐼𝐼𝐴𝐴; Akaike, 1974) e Bayesiano (𝐵𝐵𝐼𝐼𝐴𝐴; Schwarz, 1978) 

(Pastina et al., 2012). Os modelos de 1–6 usaram a combinação fatorial local-colheita como 

ambientes diferentes (𝐸𝐸), isto é, 𝐺𝐺𝑃𝑃 = 𝐺𝐺𝑃𝑃×𝑃𝑃𝐸𝐸 , enquanto que os modelos de 7–12 usaram 

produtos diretos da matriz VCOV matriz para local (𝐿𝐿) e colheita (𝐻𝐻), isto é, 𝐺𝐺𝑃𝑃 =𝐺𝐺𝐼𝐼×𝐼𝐼𝐿𝐿 𝐺𝐺𝐼𝐼×𝐼𝐼𝐻𝐻 . Para os resíduos, assumiu-se 𝜀𝜀 𝑁𝑁(0,𝑅𝑅), onde 𝜀𝜀 = �𝜀𝜀11111, … , 𝜀𝜀𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼𝐼�′ e 𝑅𝑅 é a 

matriz VCOV residual. Similarmente à matriz 𝐺𝐺, 𝑅𝑅 = 𝑅𝑅𝑃𝑃⨂𝐼𝐼𝐼𝐼𝑟𝑟, onde P é o número de 

combinações de colheita-local-repetição, 𝑅𝑅𝑃𝑃 é uma matriz P×P e 𝐼𝐼𝐼𝐼𝑟𝑟 é o número de 

combinações entre locais-cortes-repetição e blocos. A matriz 𝑅𝑅𝑃𝑃  foi examinada e 

comparada por 𝐴𝐴𝐼𝐼𝐴𝐴 e 𝐵𝐵𝐼𝐼𝐴𝐴 para várias estruturas de locais, colheita e repetição após a 

seleção para 𝐺𝐺𝑃𝑃. Para cada característica, os efeitos fixos para efeitos de interação entre 

local, colheita e padrões foram testados pelo teste de Wald e mantidas no modelo se forem 

estatisticamente significativas (𝑃𝑃 < 0.05). As correlações genéticas entre as características 

foram calculadas utilizando-se as médias ajustadas de cada característisca por meio do 

coeficiente de correlação de Pearson, assumindo nível de significância de 𝛼𝛼 = 0.05 

realizado no programa R (http://www.cran.r-project.org).  

A herdabilidade individual a nível de plantas (𝐻𝐻𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑖𝑖𝑝𝑝𝑝𝑝2 ) foi calculada com base nas 

estimativas dos componentes de variância assumindo estrutura de identidade para a matriz 𝐺𝐺𝑃𝑃 (modelo 1) usando a razão 𝜎𝜎𝐺𝐺2 𝜎𝜎𝑃𝑃2⁄ , onde 𝜎𝜎𝐺𝐺2 é o componente da variância genotípica e 𝜎𝜎𝑃𝑃2 é a variação fenotípica total para cada característica. Por meio do cálculo da média 

harmônica do número de ambientes utilizada como numerador da estimativa da variância 

da interação genótipo-ambiente; e da média harmônica do número de parcelas utilizada 

como numerador da estimativa da variância residual (Holland et al. 2003), foi possível 

calcular a razão entre 𝜎𝜎𝐺𝐺2 𝜎𝜎𝑃́𝑃2�  com o objetivo de fornecer estimativas apropriadas do cálculo 
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da herdabilidade no sentido amplo com base na média dos genótipos (𝐻𝐻𝑖𝑖𝑚𝑚𝑝𝑝𝑖𝑖𝑝𝑝2 ), onde 𝜎𝜎𝑃́𝑃2 é a 

variância fenotípica entre as médias dos genótipos  para cada característica.  

 

Tabela 1 - Descrição e número de parâmetros (𝑛𝑛PAR) dos modelos examinados para a 
matriz genética de variância-covariância 𝐆𝐆𝑃𝑃. 
Matrix 𝐺𝐺𝑃𝑃 𝑛𝑛𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃  Descrição 𝐺𝐺𝑃𝑃 = 𝐺𝐺𝑃𝑃×𝑃𝑃𝐸𝐸    
(1) ID 1 Identidade (variância genética homogênea) 
(2) UNIF 2 Uniforme 
(3) DIAG 𝑃𝑃 Diagonal (ou variância genética heterogênea) 
(4) CSHet 𝑃𝑃 + 1 Simetria Composta 
(5) FA1 2𝑃𝑃 Fator Analítico de primeira ordem  
(6) UNST 𝑃𝑃(𝑃𝑃+1)2   Não-estruturada 𝐺𝐺𝑃𝑃 = 𝐺𝐺𝐼𝐼×𝐼𝐼𝐿𝐿 ⨂𝐺𝐺𝐼𝐼×𝐼𝐼𝐻𝐻    
(7) UNST ⨂ ID 𝐼𝐼(𝐼𝐼+1)2 + 1  Não estruturada e identidade para locais e 

colheitas; respectivamente 
(8) UNST ⨂ UNIF 𝐼𝐼(𝐼𝐼+1)2 + 2  Não-estruturada e uniforme para locais e colheitas; 

respectivamente 
(9) UNST ⨂ DIAG 𝐼𝐼(𝐼𝐼+1)2 + 𝑀𝑀  Não-estruturada e diagonal para locais e colheiras; 

respectivamente 
(10) UNST ⨂ AR1 𝐼𝐼(𝐼𝐼+1)+2(𝐼𝐼+1)2 − 1  Não-estruturada e auto-regressiva de primeira 

ordem para locais e colheitas; respectivamente 
(11) UNST ⨂ CSHet 

𝐼𝐼(𝐼𝐼+1)2 + 𝑀𝑀 + 1  Não-estruturada e simetria composta para locais e 
colheiras; respectivamete 

(12) UNST ⨂ UNST 𝐼𝐼(𝐼𝐼+1)+𝐼𝐼(𝐼𝐼+1)2 − 1  Não-estruturada para ambos locais e colheitas. 

 

3. Resultados 

 

Na tabela 2 encontram-se os modelos selecionados para a matriz G considerando 

cada característica. Como é possível notar diferentes modelos foram selecionados. Em 

geral, observa-se que os modelos selecionados para as características de produção 

consideraram as estruturas de VCOV 𝐺𝐺𝑃𝑃 = 𝐺𝐺𝐼𝐼×𝐼𝐼𝐿𝐿 ⨂𝐺𝐺𝐼𝐼×𝐼𝐼𝐻𝐻 , com exceção para diâmetro dos 

colmos, que utiliza a combinação de cortes-locais como ambiente. Nas características de 

qualidade os modelos selecionados consideraram as estruturas de VCOV 𝐺𝐺𝑃𝑃 = 𝐺𝐺𝑃𝑃×𝑃𝑃𝐸𝐸 , 

porém este modelo necessita estimar um número maior de parâmetros quando comparados 

à estrutura 𝐺𝐺𝑃𝑃 = 𝐺𝐺𝐼𝐼×𝐼𝐼𝐿𝐿 ⨂𝐺𝐺𝐼𝐼×𝐼𝐼𝐻𝐻 . Os modelos selecionados para: TCH, TPH e PC 

apresentaram diferentes componentes de variância e covariância genéticos não 

correlacionados tanto entre locais como entre colheita; DC, POL%Caldo e PUR 
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apresentaram variâncias genéticas diferentes (heterogêneas) e covariâncias genéticas iguais 

(homogêneas) para as diferentes combinações de ambientes; Brix, Pol%Cana e FIB 

indicaram as mesmas variâncias e covariâncias genéticas para as diferentes combinações de 

ambientes; AC assumiu que variâncias e covariâncias genéticas foram heterogêneas para 

locais enquanto que as covariâncias entre cortes são correlacionas, conferindo menor 

correlação a medida que aumenta o número de cortes; NC mostrou variância e covariância 

genética heterogênea entre locais e cortes, embora as variâncias genéticas diferiram, as 

covariâncias genéticas são comuns. Baseados em tais modelos foi possível a obtenção dos 

BLUPs para cada característica individual e posterior obtenção dos parâmetros genéticos 

 

Tabela 2 – Modelos selecionados para a matriz 𝐺𝐺𝑃𝑃 considerando cada característica 
separadamente. Os critérios AIC e BIC foram utilizados para comparar as estruturas de 
variâncias-covariâncias da matriz. 

Característica Modelo selecionado* Critério AIC Critério BIC 
Diâmetro dos colmos 4 20155,60 20213,70 

Altura dos colmos 10 790,01 828,74 
Número de colmos 11 45439,25 45490,97 
Peso dos colmos 12 47036,89 47101,53 

Brix 2 7818,48 7841,98 
Pol%Cana 2 7691,9 7715,41 
Pol%Caldo 4 8656,28 8656,28 

PUR 4 11899,07 11946,07 
FIB 2 6695,41 6718,91 
TCH 12 45321,05 45385,65 
TPH 12 15464,73 15523,41 

* Modelo selecionado para a matriz 𝐺𝐺𝑃𝑃 como descrito na Tabela 1. 

 

Os resultados das médias e herdabilidades para as 11 características nos três anos 

(colheita) e nos dois locais estão resumidos na Tabela 3. A média fenotípica para as 

características de produção variou de 21,07 a 31,67 mm para DC, 1,99 a 2,67 m para AC, 

57,5 a 203,3 para NC, 76,2 a 239,1 kg para PC e 90,2 a 210 para TCH, enquanto que as 

características de qualidade variaram de 21 a 19,62 para BRIX, 16 a 14,07 para Pol%Cana, 

19 para 16,66 para Pol%Caldo, 90,19 a 84,44 para PUR, 11,97 a 12,91 para FIB e 22,99 a 

16,32 para TPH. As médias gerais das características estudadas entre genitores não 

apresentaram grandes diferenças (Figura 1 e 2). No geral, foi encontrada uma boa precisão 

experimental além de alta herdabilidade (Tabela 3). A média fenotípica encontrada para DC 

foi 25,62, com coeficiente de variação residual (CV_R) de 7,15. AC apresentou média de 

2,34 e valor de CV_R de 10,06. Os valores do CV_R para NC e PC foram de 22,06 e 18,23, 
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respectivamente, com médias de 117,72 para NC e 168,86 para PC, e variância genética 

(529,90 para NC e 734,20 para PC). Os altos valores de CV_R podem ser explicados pela 

influência direta da variância, que por sua vez está relacionado com a magnitude da 

característica alvo de estudo. BRIX teve sua média em 20,94 e CV_R em 4,05. As 

características de qualidade Pol%Cana e Pol%Caldo mostraram valores similares, com 

médias de 15,53 e 18,58, respectivamente, e mesmo valor de CV_R (5,48). PUR teve média 

de 88,52 e CV_R 2,26. FIB mostrou média de 12,65 e 5,66 para CV_R. Finalmente, TCH e 

TPH tiveram as médias em 149,48 e 22,24, e CV_R de 6,8 e 18,29, respectivamente. 

 

Tabela 3. Médias, estimativas dos componetes de variância genotípica (𝜎𝜎𝐺𝐺2) e fenotípica 
(𝜎𝜎𝑃𝑃2), coeficiente de variação genotípica (CV_G) e residual (CV_R), e herdabilidade no 
sentido amplo entre a média (𝐻𝐻𝑖𝑖𝑚𝑚𝑝𝑝𝑖𝑖𝑝𝑝2 ) e individual (𝐻𝐻𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑖𝑖𝑝𝑝𝑝𝑝2 ) para diâmetro, altura, número 
de peso dos colmos, TCH, Brix, Pol%Cana, Pol%Caldo, PUR, FIB e TPH dos 240 
indivíduos da população segregante de cana-de-açúcar derivados do cruzamento entre as 
variedades SP81-3250 e RB925345, avaliados em dois locais e três anos (colheita). 

Trait Médias 𝜎𝜎�𝐺𝐺2 𝜎𝜎�𝑃𝑃2 CV_G CV_R 𝐻𝐻means2  𝐻𝐻plants2  
Diâmetro dos colmos 25,62 3,55 7,30 7,35 7,15 0,94 0,49 

Altura dos colmos 2,34 0,02 0,08 5,87 10,06 0,83 0,23 

Número dos colmos 117,72 529,90 1296,20 19,56 22,06 0,92 0,41 

Peso dos colmos 168,86 734,20 1884,30 16,05 18,23 0,90 0,39 

Brix 20,94 0,65 1,65 3,86 4,05 0,85 0,39 

Pol%Cana 15,53 0,53 1,47 4,68 5,48 0,83 0,39 

Pol%Caldo 18,58 0,81 2,18 4,84 5,48 0,84 0,37 

PUR 88,52 1,79 6,51 1,51 2,26 0,77 0,27 

FIB 12,65 0,52 1,13 5,73 5,66 0,88 0,46 

TCH 149,48 543,10 772,90 15,59 6,80 0,96 0,70 

TPH 22,24 11,540 29,90 15,27 18,29 0,85 0,39 
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Figura 1. Frequência de distribuição dos valores fenotípicos para altura, número, peso e 

diâmetro dos colmos e TCH dos 240 indivíduos da população segregante de cana-de-açúcar 

e dos genitores SP81-3250 (1) e RB925345 (2), avaliados em dois locais e três anos 

(colheita). 
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Figura 2. Frequência de distribuição dos valores fenotípicos para Brix, Pol%Cana, 

Pol%Caldo, Pureza, Fibra e TPH dos 240 indivíduos da população segregante de cana-de-

açúcar e dos genitores SP81-3250 (1) e RB925345 (2), avaliados em dois locais e três anos 

(colheita). 
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Os maiores valores para herdabilidade foram aqueles encontrados pela 

herdabilidade média (Tabela 3). TCH apresentou a maior herdabilidade (0,94), seguido de 

DC (0,94), NC (0,92) e PC (0,90), enquanto PUR mostrou o valor mais baixo (0,77). Para 

AC e Pol%Cana a herdabilidade foi a mesma (0,83), tal como para Brix e TPH (0,85). 

Pol%Caldo apresentou valor de 0,88. Já a herdabilidade individual de plantas, por ter sido 

calculada adicionando a variância genética, bem como a interação entre local e número de 

repetições, apresentou os menores valores. Constatou-se que TCH também apresentou o 

maior valor (0,70), seguido de DC (0,49), FIB (0,46) e NC (0,41), enquanto AC e PUR 

apresentaram os valores mais baixos (0,23 e 0,27, respectivamente). PC, Brix, Pol%Cana e 

TPH a herdabilidade foi a mesma (0,39). O valor encontrado para Pol%Caldo foi de 0,37. 

A correlação fenotípica para todas as características medidas foi realizada com base 

no p valor (P <0.05) (Figura 3). Foram encontradas 30 correlações significativas separadas 

em correlações positivas e negativas. Entre as correlações fenotípicas positivas houve a 

separação em forte (PC-TCH, PC-TPH, Brix-Pol%Cana, BRIX-Pol%Caldo, Pol%Cana-

Pol%Caldo, Pol%Cana-PUR, Pol%Caldo-PUR e TCH-TPH); moderada (AC-PC, AC-

TCH, AC-TPH, NC-PC, NC-TCH, NC-TPH, Brix-PUR e Brix-FIB); e baixa (DC-AC, DC-

PC, DC-TCH, DC-TPH, Brix-TPH, Pol% Cana-TPH, Pol% Caldo-FIB, Pol% Caldo-TPH e 

PUR-TPH). As correlações negativas e significativas foram encontradas em: DC-NC, DC-

FIB, PC-FIB, FIB-TCH e FIB-TPH. 
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Figura 3. Estimativas da correlação fenotípica entre DC, AC, NC, PC, Brix, Pol%Cana, 
Pol%Caldo, PUR, FIB, TCH e TPH para os 240 indivíduos da população segregante de 
cana-de-açúcar e dos genitores SP81-3250 e RB925345, avaliados em dois locais e três 
anos (colheita). 
* Significativo ao nível de 5% (P <0.05) 
 

4. Discussão 

 

A cana-de-açúcar é uma das culturas mais importantes ao redor do mundo e sua 

importância é atribuída principalmente a seus derivados, açúcar e etanol. A produção de 

cana-de-açúcar colocou o Brasil como maior produtor mundial (Unica 2014), com 

constante busca por aumento de produção. No entanto, aumentar a produção gera a 

necessidade de criar uma forma adequada e sustentável para a modernização do cultivo da 

cana-de-açúcar. Neste sentido, a agricultura de alta tecnologia associada à biologia 
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molecular vem se tornando uma ferramenta poderosa para aumentar a produtividade sem 

aumentar a área plantada de cana-de-açúcar.  

O aumento da produtividade exige o conhecimento da base genética das 

características que estão diretamente ligadas à produção de açúcar, e assim conseguir 

manusear corretamente um conjunto de características simultameamente. Vários estudos 

que envolvem características de produção e de qualidade foram conduzidos em cana-de-

açúcar, no entanto, utilizando uma abordagem estatística com uma série de limitações (Lin 

et al., 1993; Gallacher, 1997), especialmente em dados desbalanceados (Smith et al., 2005; 

Piepho e Möhring, 2007; Pastina et al., 2012), ao assumir homogeneidade das variâncias e 

a ausência de correlações genéticas entre anos (colheita) e locais para estimar os valores 

genéticos (Balzarini, 2002) e a falta de dados fenotípicos. Assim, o uso de modelos mistos 

permitiu a heterogeneidade de variâncias e correlações genéticas (Malosetti et al., 2013) e a 

análise dos dados passou a ser mais adequado ao experimento, principalmente por 

considerar a interação anos (colheita) e local (Pastina et al., 2012). 

Embora o ajuste das estruturas de variância e covariância tenha sido ideal para os 

dados do presente estudo, é importante ressaltar que o uso de maior número de locais e 

cortes muito provavelmente possibilitaria o ajuste de outras estruturas de variância e 

covariância. Por exemplo, considerando dados de cana-de-açúcar provenientes de cortes da 

mesma planta ao longo dos anos, espera-se que os dados apresentem algum grau de 

correlação pelo simples fato das medidas serem tomadas no mesmo indivíduo. Este fato 

pode ser mais pronunciado em populações de programas de melhorameto, onde o número 

de cortes e locais é maior em relação aos experimentos utilizando populações de 

mapeamento. Devido ao foco do estudo, a estruturação da matriz VCOV foi primeiramente 

realizada considerando a matriz de efeitos genéticos (matriz 𝐺𝐺) para posteriormente ser 

considerada a matriz de efeitos não genéticos (matriz R) (Material Suplementar). Assim, 

houve a possibilidade de definir estruturas da matriz 𝐺𝐺 mais verossímeis, o que possibilitou 

a estimativa mais eficiente de componentes de variância genéticos e estimativa dos 

parâmetros genéticos. 

O experimento contou com uma boa precisão experimental e controle da variação 

ambiental, medidos através do coeficiente de variação. Sabe-se que quanto menor é a 

estimativa do CV maior será a precisão e qualidade do experimento e consequentemente as 
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pequenas diferenças entre as estimativas de médias serão significativas (Filho Cargnelutti e 

Storck, 2007). A maioria dos resultados encontrados atendeu a recomendação descrita para 

alta precisão experimental com valores de CV inferiores a 10% (Pimentel-Gomes, 1985; 

Costa et al., 2002; Perecin et al., 2004), com exceção para número e peso dos colmos e 

TPH. Provavelmente, o maior valor do CV para número e peso dos colmos é porque os 

colmos da cana-de-açúcar continuam se alongando enquanto novos ainda estão sendo 

formados (Hoarau et al., 2002), dificultando a fenotipagem. 

A variação fenotípica encontrada entre os 240 indivíduos já era esperada, pois são 

considerados híbridos interespecípicos, além de serem derivados de um cruzamento que 

não sofreu nenhuma seleção. Observou-se que a amplitude fenotípica encontrada entre os 

indivíduos foi maior que entre os genitores, caracterizando segregação transgressiva, 

também observada por Hoarau et al. (2002) e Mancini et al. (2012). O peso e diâmetro dos 

colmos entre os genitores apresentaram quase os mesmos valores, que pode refletir anos de 

seleção até terem sidos lançados como variedades do Programa de Melhoramento Genético 

de Cana da UFSCar. 

Definida como a porção herdável transmitida em um cruzamento (Falconer e 

Mackay, 1996), herdabilidade é um parâmetro importante, uma vez que determina a 

resposta à seleção e pode ajudar na escolha da melhor estratégia para ser aplicada em um 

programa de melhoramento (Piepho e Möhring, 2007). Todos os valores de herdabilidade 

apresentados foram classificados como alto segundo Resende (2002) (h2>0,50), variando de 

0,77 a 0,96, indicando que a variação fenotípica observada é devido a variação genotípica 

desta população. Os valores de herdabilidade foram mais elevados em relação aos 

apresentados por Hoarau et al. (2002), Aitken et al. (2006), Liu et al. (2007), Aitken et al. 

(2008), Pinto et al. (2009), Ahmed et al. (2012) e Mancini et al. (2012), lembrando que 

todos estes estudos não consideraram a interação entre os anos (colheita). A superioridade 

dos valores é atribuída não apenas ao baixo CV do experimento, mas também ao modelo 

estatístico utilizado, que permitiu a integração dos dados entre os anos (colheita) e locais e 

assumindo heterogeneidade das variâncias, o que tornou as estimativas de herdabilidade 

mais precisas. Este fato ganha um foco importante no melhoramento de plantas ao 

selecionar os genótipos através das características com alta herdabilidade, atuando na 

seleção de gerações precoces. 
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Outra forma de seleção de genótipos é através da correlação fenotípica que pode 

combinar mais de uma característica desejável na mesma planta, permitindo uma seleção 

indireta (Ram et al., 1997). Por exemplo, o principal objetivo de um programa de 

melhoramento genético da cana-de-açúcar é aumentar o rendimento de açúcar. Porém, 

atualmente vem se notado pequenos aumentos nesta taxa. Isto pode ser explicado por anos 

de seleção para açúcar, o que dificulta o aumento neste índice. Uma forma de contornar 

essa dificuldade é realizar a seleção em outras características correlacionadas. Por meio dos 

resultados alcançados, observou-se um grande número de correlações fenotípicas 

significativas entre as características avaliadas, incluindo aquelas relacionadas à produção 

de açúcar e produtividade, medida em TCH. Este fato favorece a seleção indireta entre estas 

características o que pode contribuir no aumento da produtividade da cana-de-açúcar. 

Usando os resultados apresentados neste estudo, podemos expandir o conhecimento 

para análise e detecção de QTLs. Estas informações são importantes para entendimento da 

arquitetura genética da espécie (Liu et al., 2007) tornando-se uma ferramenta poderosa se 

aplicada em programas de melhoramento genético da cana-de-açúcar através da seleção 

assistida por marcadores. 

 

5. Conclusão 

O uso de modelos lineares mistos permitiu calcular a herdabilidade e correlação 

fenotípica entre as características de produção e de qualidade para uma população 

segregante de cana-de-açúcar, assumindo heterogeneidade das variâncias e interação local e 

anos (colheita), resultando em valores mais precisos e realistas. Os resultados apresentados 

são confiávies para a utilização no mapeamento e detecção de QTL. 
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Material suplementar 

Modelos selecionados para a matriz 𝑅𝑅 considerando cada característica separadamente. 

Critérios AIC e BIC corresponde ao modelo selecionado especificado na segunda coluna. 

Característica Matriz 𝑅𝑅 Critério AIC Critério BIC  

 𝑅𝑅 = 𝑅𝑅𝑃𝑃×𝑃𝑃𝐸𝐸 ⨂𝑅𝑅𝐼𝐼×𝐼𝐼𝐵𝐵    

Diâmetro dos colmos 𝑅𝑅 = CSHet ⨂ UNS 19358,01 19487,12 

Brix 𝑅𝑅 = DIAG ⨂ ID 7794,62 7841,62 

Pol%Caldo 𝑅𝑅 = ID⨂ ID 8656,28 8656,28 

Pol%Cana 𝑅𝑅 = DIAG ⨂ ID 7657,58 7704,59 

PUR 𝑅𝑅 = ID ⨂ ID 11899,07 11946,07 

FIB 𝑅𝑅 = CSHet  ⨂ UNIF 6504,71 6563,46 

    
 𝑅𝑅 = 𝑅𝑅𝐼𝐼×𝐼𝐼𝐿𝐿 ⨂𝑅𝑅𝐼𝐼×𝐼𝐼𝐻𝐻 ⨂𝑅𝑅𝐼𝐼×𝐼𝐼𝐼𝐼    

Altura dos colmos  𝑅𝑅 = ID ⨂ CSHet ⨂ ID 591,57 649,68 

Peso dos colmos 𝑅𝑅 =DIAG ⨂ UNS ⨂ UNS 46065,27 45929,51 

Números de colmos 𝑅𝑅 =ID ⨂ UNS ⨂ CSHet 45083,84 45187,28 

TCH 𝑅𝑅 =DIAG ⨂ CSHet ⨂ UNIF 44740,68 44837,57 

TPH 𝑅𝑅 =DIAG ⨂ CSHet ⨂ ID 15291,42 15361,84 
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Capítulo II 

 

Análise de marcas individuais utilizadas na detecção de QTLs considerando diferentes 

ploidias em cana-de-açúcar 
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Resumo 

 

A maioria das espécies vegetais é poliploide e representa aproximadamente 70% das 

angiospermas, sendo que muitas apresentam importância econômica. A presença de vários 

conjuntos de cromossomos no genoma destas plantas confere grande complexidade em sua 

estrutura genômica, e no caso especial da cana-de-açúcar, o nível de complexidade é 

aumentado devido à aneuploidia. A maioria dos modelos utilizados para estudos genéticos 

e genômicos foi desenvolvida para organismos diploides. Um exemplo prático em cana-de-

açúcar é a interpretação do polimorfismo dos marcadores microssatelites como marcas 

dominantes e o fato de detectar apenas o polimorfismo entre os marcadores segregando em 

dose única. Neste contexto, os marcadores de polimorfismo de nucleotídeo único, por 

serem co-dominates em cana-de-açúcar, foram utilizados com intuito de detectar indícios 

de QTLs associados a características de produção (diâmetro, altura, número e peso dos 

colmos e Toneladas de Cana por Hectare) e de qualidade (Brix, Pol%Cana, Pol%Caldo, 

pureza, fibra e Toneladas de Pol por Hectare). Um total de 240 indivíduos derivados do 

cruzamento entre as variedades comerciais de cana-de-açúcar SP81-3250 e RB925345 

foram genotipados com SNPs por meio de espectrometria de massa pela Plataforma 

Sequenom iPLEX MassARRAY®. A ploidia dos locos SNPs foi estimada com o programa 

SuperMASSA. Pelo método de regressão linear foram encontradas 17 evidências de 

associação de QTL entre diâmetro dos colmos (quatro evidências), número de colmos (uma 

evidência), peso dos colmos (uma evidência), conteúdo de sólidos solúveis (duas 

evidências), teor de sacarose do caldo (três evidências), pureza (duas evidências), toneladas 
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de cana por hectare (duas evidências) e toneladas de Pol por hectare (duas evidências). A 

proporção da variação fenotípica explicada pelo genótipo variou de 1,6% a 11,1%. Todos 

os SNPs que apresentaram associações com as características mencionadas tiveram os 

níveis de ploidia variando de hexaploide a dodecaploide. Por correlação genotípica-

fenotípica, foi detectado sete evidências de associação de QTL entre diâmetro dos colmos 

(uma evidência), conteúdo de sólidos solúveis (duas evidências), teor de sacarose da cana 

(uma evidência), teor de sacarose do caldo (duas evidências) e pureza (uma evidência). Os 

SNPs detectados com correlações genotípica-fenotípica significativas apresentaram níveis 

de ploidia variando tetradecaploide a icosaploide. O conhecimento de diferentes ploidias 

permitiu a detecção de QTLs em multi-dose que podem ser usadas como informações 

prévias sobre os prováveis QTLs para esta população de mapeamento, contribuindo para o 

avanço do conhecimento da genética da cana-de-açúcar. 

 

Palavras-chave: poliploidia, marcadores moleculares 

 

 

Introdução 

 

O processo de evolução que tornou a cana-de-açúcar (Saccharum spp) uma espécie 

poliploide teve inicio com a combinação de ao menos dois conjuntos de cromossomos 

originados do mesmo genoma, caracterizando-a como um organismo autopoliploide 

(Acquaah 2007; Chen 2010). A principal limitação ao realizar estudos genéticos em cana-

de-açúcar é atribuída ao alto nível de ploidia e aneuploidia de seu genoma. A aneuploidia é 

devido ao cruzamento interespecífico entre S. officinarum (2n = 80) e S. spontaneum (2n = 

40–120), resultando na variação cromossomal entre 100 a 130 (D’Hont et al. 1998). Outro 

fator que dificulta o estudo genético em cana-de-açúcar é atribuído ao fato que a maior 

parte das ferramentas moleculares disponíveis foi desenvolvida para espécies diploides e 

para aplicá-las em espécies poliploides faz-se necessário realizar ajustes para a correta 

interpretação dos dados. 

Dentre as principais aplicações das técnicas moleculares destacam-se a construção 

de mapas genéticos e detecção de QTL (Quantitative Trait Loci) através do uso de 
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marcadores moleculares. Essas ferramentas são de extrema importância, pois aumentam o 

conhecimento das estruturas genéticas e da arquitetura genética das características 

quantitativas. Estudos envolvendo mapeamento de QTLs podem ser aplicados em 

programas de melhoramento de plantas para identificar marcadores moleculares ligados às 

características de importância agronômica (Pinto et al. 2009). 

Os marcadores moleculares que mais foram empregados para os estudos genéticos 

em cana-de-açúcar são o RFLP (Restriction Fragment Length polymorphism), RAPD 

(Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment Length 

Polymorphism) e SSR (Simple Sequence Repeat) por originarem um grande número de 

marcas polimórficas (Alwala e Kimbeng 2010).  

A construção de mapas genéticos e a identificação de QTLs em organismos 

poliploides é baseada em marcadores de dose única (Wu et al. 1992), fato que representou 

um avanço nas últimas décadas. Marcadores em dose única representam alelos presentes 

em cópia única em apenas um dos genitores, segregando na proporção mendeliana de 1:1, 

ou em uma cópia presente nos dois genitores, segregando na proporção mendeliana de 3:1 

(Wu et al. 2002). Existem poucos mapas genéticos de cana-de-açúcar que incluíram locos 

em multi-doses, ou seja, alelos que estão presentes em mais de uma cópia em um dos 

genitores. As multi-doses mais comuns são as duplas-doses e as triplas-doses. O uso de 

locos com alta dosagem alélica (multi-doses) poderá aumentar a cobertura do genoma da 

cana-de-açúcar (Aitken et al. 2007; Edemé et al. 2006), contudo, ainda não existem estudos 

para detecção de QTLs baseado em multi-doses para cana-de-açúcar. 

Apesar dos marcadores RFLP, RAPD, AFLP e SSR gerarem, via de regra, muitas 

marcar polimórficas, eles não permitem estimar o número de alelos presentes em um loco 

em organismos poliploides (Garcia et al. 2013). Este fato evidencia a necessidade de 

utilizar marcadores moleculares que permitam a distinção de dosagem alélica desses 

organismos. Assim, os SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) são marcadores 

moleculares adequados para contornar esta limitação. Especialmente por serem marcadores 

amplamente distribuídos ao longo do genoma, bialélicos, co-dominantes e de alto 

rendimento (Giancola et al. 2006; Masouleh et al. 2009), são indicados para construção de 

mapas genéticos de alta resolução (Batley et al. 2003).  
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Atualmente, diferentes técnicas de genotipagem de SNPs estão disponíveis, entre 

elas destacam-se a plataforma Sequenom iPLEX MassARRAY® (Sequenom Inc., San 

Diego, California, USA), Illumina GoldenGate Genotyping AssayTM (Illumina Inc., San 

Diego, California, USA), Genotipagem-por-sequenciamento (Genotyping by Sequencing – 

GBS; Elshire et al. 2011) e RADseq (Baird et al. 2008). Todas estas tecnologias permitem 

a construção de mapas genéticos e a detecção de QTLs com maior precisão. Como 

consequência, o conhecimento da arquitetura genética das características quantitativas 

torna-se maior e sua aplicação em programas de melhoramento genético mais eficiente. Um 

grande número de estudos científicos envolvendo a associação entre marcador molecular e 

característica fenotípica está  disponível para cana-de-açúcar (Al- Janabi et al. 2007; 

Piperidis et al. 2008; Aitken et al. 2008). Entre os modelos estatísticos para estabelecer 

uma relação entre o genótipo e fenótipo do indivíduo, a análise de marcas individuais 

(Single Marker - SM) é um método simples e amplamente utilizado para mapeamento de 

QTLs em cana-de-açúcar, aplicada por Al- Janabi et al. (2007), Piperidis et al. (2008), 

Aitken et al. (2008), Pinto et al. (2009). Esta abordagem pode ser implementada através de 

testes t, análise de variância, regressão linear simples e múltipla (Pastina et al. 2010). Entre 

as principais vantagens deste método destacam-se a simplicidade e rápida velocidade de 

execução das análises; disponibilidade de programas amplamente utilizados, tais como SAS 

(SAS Institute 1989) e pacotes do R (Team R Development Core 2008); o mapa genético 

não é necessário; permite a inclusão de marcadores não ligados nos mapas genéticos e pode 

ser estendido para modelos de múltiplos locos (Pinto et al. 2009; Pastina et al. 2010).  

Utilizando modelo estatísticos de SM, marcadores moleculares SNPs foram usados 

para a detecção de QTLs associados às características de produção (diâmetro, altura, 

número e peso dos colmos e Toneladas de Cana por Hectare - TCH) e de qualidade (Brix, 

Pol%Cana, Pol%Caldo, pureza, fibra e Toneladas de Pol por Hectare - TPH). A associação 

marcador molecular e característica fenotípica foi realizada por meio de regressão linear e 

análise de correlação genotípica-fenotípica considerando uma marca por vez entre todos os 

indivíduos de uma população de mapeamento de cana-de-açúcar, derivada de um 

cruzamento bi-parental entre variedades comerciais. 
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Material e métodos 

 

População segregante e dados fenotípicos 

 

Foi utilizada uma população segregante composta por 240 indivíduos F1 derivada 

do cruzamento entre as variedades comerciais SP81-3250 (genitor feminino) e RB925345 

(genitor masculino), ambas do Programa de Melhoramento de Cana-de-Açúcar da UFSCar 

(Universidade Federal de São Carlos), inserido nos trabalhos realizados pela RIDESA 

(Rede Interinstitucional de Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro). A população 

segregante foi plantada em 2010 em dois locais (Araras e Ipaussu, ambos no estado de São 

Paulo, Brasil), e avaliada no primeiro, segundo e terceiro cortes anuais (2011, 2012 e 2013) 

para as características de produção (diâmetro, altura, número e peso dos colmos e 

Toneladas de Cana por Hectare - TCH) e de qualidade (Brix, Pol%Cana, Pol%Caldo, 

pureza, fibra e Toneladas de Pol por Hectare - TPH). O experimento foi instalado em 

Blocos de Federer (Federer, 1956), com três repetições. A coleta de dados, avaliação e 

análise dos dados fenotípicos foram descritos por Mancini et al. (2014 - dados não 

publicados). 

 

Extração de DNA 

 

O DNA genômico foi extraído do meristema apical da cana-de-açúcar, usando o 

protocolo CTAB modificado por Al-Janabi et al. (1999). A qualidade e concentração do 

DNA foi verificada por meio de eletroforese em gel de agarose 1%, no NanoDrop® 8000 

Espectrofotômetro (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA) e 

Quantifluor® (Promega, Fitchburg, Wisconsin, USA). 

 

Marcadores moleculares 

 

Foram genotipados 290 locos SNPs desenvolvidos a partir do projeto SUCEST 

(Projeto de Sequenciamento de EST de Cana-de-Açúcar – Sugarcane Expressed Sequence 

Tag) e descritos por Garcia et al. (2013). O método de genotipagem dos SNPs utilizado foi 
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espectrometria de massa com ionização por dessorção a laser auxiliada por matrix e análise 

por tempo de voo (MALDI-TOF - Matrix-Assisted Laser Desorption/ Ionization-Time of 

Flight), através da plataforma Sequenom iPLEX MassARRAY® (Sequenom Inc., San 

Diego, Califórnia, USA). A genotipagem seguiu o guia descrito pelo fabricante (iPLEX 

Gold Application Guide - Sequenom) para baixo nível de plex por reação (low iPLEX Gold 

Reactions – Sequenom). Ambos os genitores da população segregante foram genotipados 

20 vezes para cada loco SNP. A análise do SNP é baseada em informações alelo-

específicas e por extensão de uma única base do primer seguida pela espectrometria de 

massa para detectar polimorfismos. Foi assumida a mesma eficiência de ionização para 

todos os alelos, com as intensidades de massa proporcionais à abundância de cada alelo. 

 

Classificação dos locos SNPs 

 

Os dados de genotipagem originados pelo Sequenom iPLEX MassARRAY® foram 

representado por gráficos de dispersão bi-dimensional e representam intensidades dos 

alelos de cada indivíduo. Todos os locos foram classificados usando o programa 

SuperMASSA (Serang et al. 2012), que determinou a probabilidade a posteriori do loco 

apresentar nível de ploidia variando de dois a 20.  

Após todos os locos SNPs serem classificados para a ploidia mais provável, houve 

uma atribuição em três categorias diferentes, baseada na probabilidade a posteriori de cada 

ploidia por loco e também na dosagem para cada ploidia fixada, utilizando as medianas. 

Assim, as categorias foram divididas em: (1) categoria A.1: locos SNPs e medianas do 

conjunto de indivíduos com probabilidade a posteriori maior ou igual a 0,8; (2) categoria 

A.2: locos SNPs com probabilidade a posteriori maior ou igual a 0,8 e medianas do 

conjunto de indivíduos com probabilidade a posteriori menor que 0,8 e (3) categoria B: 

locos SNPs com probabilidade a posteriori menor que 0,8. Esta categorização foi 

necessária em virtude da baixa qualidade nos dados de genotipagem de alguns locos SNPs, 

com o intuito de não comprometer os resultados finais. 
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Análises das características quantitativas e de marcas individuais 

 

Os SNPs pertencentes à categoria A.1 foram submetidos a análises de marcas 

individuais e foi adotado o modelo de regressão linear: 

 𝑦𝑦𝑖𝑖 =  𝜇𝜇 + 𝑏𝑏𝑥𝑥𝑖𝑖 + 𝑒𝑒𝑖𝑖 
 

Onde, 𝑦𝑦𝑖𝑖 é o fenótipo do 𝑗𝑗-ésimo indivíduo  𝑗𝑗, 𝜇𝜇 é a média geral,  𝑏𝑏 é o efeito 

aditivo, 𝑥𝑥𝑖𝑖 é a dosagem alélica do 𝑗𝑗-ésimo indivíduo e 𝑒𝑒𝑖𝑖 é o termo residual. A hipótese de 

nulidade testada foi a ausência de associação (𝐻𝐻0:𝑏𝑏 = 0). Os critérios utilizados para 

detectar evidências de associação foram p-valor menor ou igual a 0,05 e p-valor menor ou 

igual a 0,001 (correção de Bonferroni para múltiplos testes) (Province 1999). Para os SNPs 

com evidência de associação, a proporção da variação fenotípica explicada pelo genótipo 

foi estimada por meio do coeficiente de determinação (𝑅𝑅2). Todas as análises foram 

realizadas no programa R (http://www.cran.r-project.org). 

 

Correlação genotípica-fenotípica 

 

Os SNPs atribuídos às categorias A.2 e B foram utilizados para o estudo da 

correlação entre os genótipos e os fenótipos observados. No entanto, devido a baixa 

qualidade dos dados de genotipagem de tais SNPs, a informação genotípica utilizada para 

este estudo foi a razão entre as intensidades dos alelos de cada indivíduo, originadas pela 

genotipagem dos locos SNPs pelo Sequenom Iplex MassARRAY® (Sequenom Inc., San 

Diego, Califórnia, USA). O coeficiente de correlação de Pearson foi utilizado como medida 

para o cálculo da correlação entre as razões de intensidade dos alelos e as características em 

estudo. A hipótese de nulidade testada foi a ausência de correlação (𝐻𝐻0: 𝑟𝑟 = 0), com níveis 

de significância igual a 0,01 e 0,001. Todas as análises foram realizadas no programa R 

(http://www.cran.r-project.org). 
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Resultados e discussão 

 

Classificação dos locos SNPs 

 

A ploidia estimada para os 290 locos SNPs, através do programa SuperMASSA 

(Serang et al. 2012), variou de dois a 20, com probabilidade a posteriori variando de 0,22 a 

1. Estas estimativas confirmam que o número de cromossomos homólogos em cana-de-

açúcar não é constante, caracterizando sua condição aneuploide (Heinz e Tew 1987). As 

estimativas do nível de ploidia em 209 locos SNPs (79%) apresentaram probabilidade a 

posteriori maiores ou iguais a 0,80 e para os 89 locos SNPs (21%) restantes a probabilidade 

a posteriori foi menor que 0,80. (Figura 1 e Tabela 1). As probabilidades menores que 0,35 

foram identificadas em locos classificado com nível de ploidia 20, e estes resultados foram 

associados com dados de baixa qualidade. Entretanto, todos os locos SNPs foram 

classificados no nível de ploidia com maior probabilidade a posteriori de acordo com o 

método de classificação. 

 

 

Figura 1. Distribuição dos níveis de ploidia classificados pelo SuperMASSA entre os 
indivíduos da população segregante derivada do cruzamento entre as variedades comerciais 
SP81-3250 e RB925345 de cana-de-açúcar. Em amarelo, a probabilidade a posteriori maior 
ou igual a 0,8 e em vermelho a probabilidade a posteriori menor que 0,8, de acordo com o 
nível de ploidia a qual foram classificados. 
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Tabela 1. Classificação dos 290 locos SNPs e a probabilidade a posteriori entre os 
indivíduos da população segregante derivada do cruzamento entre as variedades comerciais 
SP81-3250 e RB925345 de cana-de-açúcar. 

Nível de ploidia Quantidade de loco SNP por nível de ploidia Variação da probabilidade a posteriori 

2 5 0,95 - 1 
4 9 0,47 -1 
6 15 0,87 -1 
8 20 0,77 -1 
10 18 0,48 -1 
12 15 0,54 -1 
14 26 0,60 -1 
16 25 0,42 -1 
18 41 0,38 -1 
20 116 0,22 -1 

Total 290  

 

Três locos SNPs (SugSNP0032, SugSNP0553 e SugSNP0467) foram escolhidos 

para exemplificar o genótipo em relação ao nível de ploidia classificado (Figura 2). Cada 

gráfico foi representado por 240 pontos que representam os indivíduos genotipados da 

população segregante. O eixo horizontal indica a intensidade do alelo com menor massa e o 

eixo vertical a intensidade do alelo com maior massa. As linhas pontilhadas correspondem 

ao nível de ploidia para cada loco e suas respectivas classes genotípicas (dosagem). Assim, 

a ploidia do loco é fixa enquanto que a dosagem é variável entre os indivíduos. 

 

Figura 2. Classificação de três locos SNPs (SugSNP0032, SugSNP0553 e SugSNP0467) 
utilizando o programa SuperMASSA entre os indivíduos da população segregante de cana-
de-açúcar derivada do cruzamento entre as variedades comerciais SP81-3250 e RB925345. 
O primeiro loco foi classificado como octaploide com três classes genotípicas (A); o 
segundo foi classificado como dodecaploide com cinco classes genotípicas (B) e o terceiro 
loco classificado como icosaploide (C). 
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No SugSNP0032, três nuvens de pontos estiveram claramente definidas, sendo 

classificado com nível de ploidia oito e probabilidade a posteriori igual a um. As três 

nuvens de pontos representam que para este loco foram encontradas três classe genotípicas 

(GGGGGGGG, TGGGGGGG e TTGGGGGG). Entre os genitores foram encontrados sete 

e uma dose para os nucleotídeos T e G, respectivamente, o que significa que uma dose do 

nucleotídeo T e sete doses do nucleotídeo G estão presentes nos oito cromossomos 

homólogos. Para o SugSNP0553 foi observado a formação de cinco nuvens e classificado 

com nível de ploidia 12 com probabilidade a posteriori igual a um. O genitor SP81-3250 

apresentou 9T:3C (genótipo TTTTTTTTTCCC), ou seja, com nove nucleotídeos T e três 

nucleotídeos C presentes nos 12 cromossomos homólogos. O genitor RB925345 apresentou 

11T:1C (genótipo TTTTTTTTTTTC), representando 11 nucleotídeos T e um nucleotídeo C 

presentes nos 12 cromossomos homólogos. Finalmente para o SugSNP0467 as nuvens 

apresentaram grande dispersão e houve confundimento entre as classes genotípicas. Este 

loco foi classificado com nível de ploidia 20. Apesar de ser possível encontrar modelos 

com alta probabilidade a posteriori com alto nível de ploidia (Garcia et al. 2013), para este 

loco, a probabilidade a posteriori foi menor que 0,35. Os genitores apresentaram 7C:13T 

(genótipo CCCCCCCTTTTTTTTTTTTT), que representa a presença de sete doses do 

nucleotídeo C e 13 doses do nucleotídeo T entre os 20 cromossomos homólogos. 

A classificação dos SNPs nas três categorias de acordo com a probabilidade a 

posteriori resultou em 33 SNPs classificados na categoria A.1, 163 SNPs classificados na 

categoria A.2 e 94 SNPs classificados na categoria B (Figura 3). O principal motivo que 

levou a atribuição dos SNPs em categorias diferentes pode ser devido à grande quantidade 

de dados perdidos para estes locos SNPs, fazendo com que os resultados da classificação 

realizada pelo programa SuperMASSA sejam menos confiáveis, o que pode comprometer 

os resultados da análise de correlação. Assim, a estratégia para aumentar a qualidade dos 

dados foi utilizar as intensidades dos alelos de cada indivíduo, originadas pela genotipagem 

dos locos SNPs pelo Sequenom Iplex MassARRAY®, através da mediana da probabilidade 

a posteriori do conjunto de indivíduos a serem classificados de acordo com a ploidia mais 

provável. Desta forma, ao utilizar apenas os locos SNPs classificados na categoria A.1, na 

análise de marcas individuais, esperou-se evitar a ocorrência de associações falso-positivas.  
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Figura 3. Distribuição dos locos SNPs em três categorias diferentes de acordo com a 
probabilidade a posteriori para a ploidia mais provável classificados pelo SuperMASSA. 
A.1: locos SNPs e medianas do conjunto de indivíduos com probabilidade a posteriori 
maior ou igual a 0,8; A.2: locos SNPs com probabilidade a posteriori maior ou igual a 0,8 e 
medianas do conjunto de indivíduos com probabilidade a posteriori menor que 0,8 e B: 
locos SNPs com probabilidade a posteriori menor que 0,8. 

 

Análise de marcas individuais 

 

Os 33 locos SNPs pertencentes à categoria A.1 foram utilizados na análise de 

marcas individuais para as características de produção (diâmetro, altura, número e peso dos 

colmos e TPH) e de qualidade (Brix, Pol%Cana, Pol%Caldo, pureza, fibra e TCH). 

Considerando que apenas 33 SNPs classificados com boa estimativa de ploidia, optou-se 

por considerar o nível de significância igual a 5% (p < 0,05), para detectar evidência de 

associação. Além disso, uma vez que a análise por marcas individuais é uma abordagem de 

baixo poder estatístico, e que a correção de Bonferroni é uma medida muito conservativa, 

as evidências de associação entre a marca e a característica poderiam não ser detectadas ao 

considerar correção para múltiplos testes.  

No total, foram encontradas 17 (51,5%) evidências de associação entre a marca e a 

característica e seis possíveis efeito de pleiotropia, ou seja, um único loco influenciando 

mais de uma característica fenotípica (Figura 4). A magnitude da proporção da variação 
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fenotípica (R2) explicada pelo genótipo variou de 11,1% para diâmetro dos colmos a 1,6% 

para Brix (Tabela 2). O baixo valor da variação fenotípica que os marcadores conseguiram 

detectar pode ser explicado, ao menos em parte, devido ao alto nível de ploidia da cana-de-

açúcar, e a existência de vários alelos em cada loco influenciando a mesma característica, 

fazendo com que o efeito individual de cada associação seja baixo (Hoarau et al. 2002). 

Pinto et al. (2009) e Anoni et al. (2014 - dados não publicados) utilizando uma população 

bi-parental derivada de um cruzamento entre variedades comercias, também detectaram 

QTLs de pequeno efeito. 
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Figura 4. Análise de marcas individuais associados com diâmetro, altura, número e peso 

dos colmos, TCH, Brix, Pol%Cana, Pol%Caldo, pureza, fibra e TPH. A linha em cinza 

representa nível de significância de 5% e a vermelha 0,1%, (Correção de Bonferroni), 

considerando somente os locos SNPs pertencentes a categoria A.1 entre os indivíduos da 

população segregante derivada do cruzamento entre as variedades comerciais SP81-3250 e 

RB925345 de cana-de-açúcar. 
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Tabela 2. Detecção de associações entre a marca e a característica nos indivíduos da população segregante derivada do cruzamento 

entre as variedades comerciais SP81-3250 e RB925345 de cana-de-açúcar. 

 Número de colmos Peso dos colmos Diâmetro dos 
colmos 

Brix Pol%Caldo Pureza TCH TPH 

Característica R2(%) -log (p-

valor) 

R2(%) -log (p-

valor) 
R2(%) -log (p-

valor) 
R2(%) -log (p-

valor) 
R2(%) -log (p-

valor) 
R2(%) -log (p-

valor) 
R2(%) -log (p-

valor) 
R2(%) -log (p-

valor) 

SugSNP_0756 3,2 2,13               

SugSNP_0689   3,7 2,47         3,9 2,60 3,1 2,12 

SugSNP_0464     7,0 3,32           

SugSNP_0470     11,1 1,39     10,4 1,32     

SugSNP_0711     1,9 1,40           

SugSNP_0229     2,3 1,69 3,0 2,08 1,8 1,39       

SugSNP_0393       1,6 1,30 1,9 1,46       

SugSNP_0837         1,8 1,34 2,1 1,55     

SugSNP_0194             2,0 1,43 1,9 1,41 
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Foi encontrada associação entre o loco SNP SugSNP_0756 com número de colmos e o 

loco SNP SugSNP_0689 com peso dos colmos, com variação fenotípica de 3,2% e 3,7%, 

respectivamente. Entre as características, o maior número de associações encontradas foi para 

diâmetro dos colmos, detectando quatro locos SNPs, com variação fenotípica entre 1,9 a 11,1%. 

Ao observar Pol%Caldo, foram encontradas três associações com locos SNPs, cada uma 

explicando 1,8, 1,9 e 1,8% da variação fenotípica. Duas associações foram encontradas para Brix 

(1,6 e 3% da variação fenotípica), pureza (2,1 e 10,4% da variação fenotípica), TCH (2 e 3,9% da 

variação fenotípica) e TPH (1,9 e 3,1% da variação fenotípica) (Tabela 2).  

Os possíveis efeitos pleiotrópicos foram encontrados entre as características peso dos 

colmos, TCH e TPH através do loco SNP SugSNP_0689. Esse fato pode ser explicado porque 

TCH é uma estimativa calculada através do peso dos colmos, que por sua vez também é usada 

para estimar TPH. O loco SNP SugSNP_0194 também revelou evidências de influência às 

características TCH e TPH. Dois locos SNPs detectados em diâmetro também foram associados a 

outras características, o SugSNP_0470 relacionados a pureza e o SugSNP_0229 a Brix e 

Pol%Caldo. Brix e Pol%Caldo foram influenciados pelos SNP SugSNP_0393 e Pol%Cana e 

pureza pelo SNP SugSNP_0837. Muitas dessas características também apresentaram correlações 

fenotípicas, como Brix e Pol, Pol e pureza, e TCH e TPH (Mancini et al. 2014- dados não 

publicados). Outros estudos envolvendo sorgo (Shiringani et al. 2010), milho (Clark et al. 2006) 

e trigo (Sukhwinder-Singh et al. 2012) também encontraram efeitos pleiotrópicos.  

Percebe-se que as características ligadas ao teor de açúcar tiveram a influência de mesmas 

regiões no genoma, indicando a possibilidade de seleção simultânea por marcadores, para mais de 

uma característica. Muitos estudos realizados em cana-de-açúcar detectaram QTLs ligados a 

características relacionadas ao açúcar, tais como Brix (Hoarau et al. 2002, Aitken et al. 2006), 

Pol (Ming et al. 2001, 2002, Aitken et al. 2006, Pinto et al. 2009) e produção de açúcar (Ming et 

al. 2002). 

Todos os SNPs que apresentaram associações com as características citadas acima tiveram 

os menores níveis de ploidia estimados, variando de hexaploides a dodecaploide, que são mais 

aceitáveis para cana-de-açúcar. Estes níveis de ploidia estão de acordo com estudos citogenéticos 

realizados em cana-de-açúcar, sendo proposto como número básico de cromossomos para o 

gênero Saccahrum entre x=6, 8, 10 e 12 (Sreenivasan et al. 1987). Posteriormente as espécies S. 
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spontaneum e S. officinarum foram descritas com número básico de cromossomos de x=8 e x=10 

respectivamente (D’Hont et al. 1996, 1998). 

 

Correlação genotípica-fenotípica 

 

A correlação genotípica-fenotípica para os parâmetros de produção (diâmetro, altura, 

número e peso dos colmos e TPH) e de qualidade (Brix, Pol%C, Pol%J, pureza, fibra e TCH) 

foram feitas considerando nível de significância de 0,01% (p < 0,001). Foi usado um p-valor mais 

conservativo quando comparado com a análise de marcas simples devido a probabilidade a 

posteriori da classificação dos SNPs ser menor que 0,8. Um total de sete correlações genotípica-

fenotípicas significativas foram encontradas, em especial entre as características que são ligadas 

ao teor de açúcar (Figura 5, Tabela 3). 

Observa-se que praticamente as mesmas características que tiveram correlações 

genotípicas-fenotípicas foram detectadas para a análise de marcas individuais, com exceção de 

Pol%Cana. O SNP SugSNP_0375 foi correlacionado com Brix e Pol%Caldo, enquanto que o 

SNP SugSNP_0197 com Pol%Cana e Pol%Caldo. Estes resultados, assim como os das marcas 

individuais, reforça a hipótese de que as características ligadas ao teor de açúcar podem ser 

influenciadas pelas mesmas regiões genômicas. 

Todos os locos SNPs em que foram detectadas correlações genotípica-fenotípica 

significativas, a variação do nível de ploidia foi mais alta comparada a encontrada na análise de 

marcas individuais, variando de 14 a 20. Estes níveis de ploidia são menos prováveis para cana-

de-açúcar (D’Hont et al. 1996, 1998), o que pode comprometer a confiabilidade destes 

resultados. 
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Figura 5. Correlação genotípica-fenotípica associados com diâmetro, altura, número e peso dos 
colmos, TCH, Brix, Pol%Cana, Pol%Caldo, pureza, fibra e TPH. A linha em preto representa 
nível de significância de 5%, a vermelha 1% e a verde 0,01%, considerando os locos SNPs 
pertencentes a categoria A.2 e B entre os indivíduos da população segregante derivada do 
cruzamento entre as variedades comerciais SP81-3250 e RB925345 de cana-de-açúcar. 
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Tabela 3. Correlação genotípica-fenotípica entre os indivíduos da população segregante derivada 
do cruzamento de cana-de-açúcar entre as variedades comerciais SP81-3250 e RB925345. 

 Diâmetro dos 
colmos 

Brix Pol%Cana Pol%Caldo Pureza 

 -log(p valor) -log(p valor) -log(p valor) -log(p valor) -log(p valor) 
SugSNP_0724 3,66     
SugSNP_0132  3,04    
SugSNP_0375  3,18  3,13  
SugSNP_0197   3,04 3,44  
SugSNP_0520     3,23 
 

Conclusão 

 

O uso de uma população segregante derivada do cruzamento entre variedades comerciais 

favorece a detecção de QTLs associados com características de interesse econômico por ter 

passado por muitos ciclos de seleção. Sabe-se que é de grande importância para os Programas de 

Melhoramento da cana-de-açúcar conhecer essa associação e existem diferentes métodos 

estatísticos que a possibilitam. O motivo por ter optado pela análise de marcas individuais é 

devido ao baixo número de marcas polimórficas para a construção do mapa genético. Porém a 

abordagem usada permitiu a análise de multi-doses originadas dos marcadores SNPs, além de 

obter informações prévias sobre os prováveis QTLs para esta população segregante, com grande 

potencial de serem aplicados na seleção assistida por marcadores moleculares. 
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Considerações Gerais 

 

A população de mapeamento da presente tese é constituída de 240 indivíduos F1. Foi 

desenvolvida pelo Programa de Melhoramento Genético da Cana-de-Açúcar da 

UFSCar/RIDESA, sendo derivada do cruzamento bi-parental entre as variedades SP81-3250 e 

RB925345, apresentando segregação para as características agroindustriais tonelada de cana por 

hectare (TCH), Pol%Cana, tonelada de pol por hectare (TPH) e resistência à ferrugem. A 

variedade SP81-3250 (CP70-1547 x SP71-1279) apresenta alta produtividade, com altos teores 

de sacarose e de fibra, resistência à ferrugem e período útil de industrialização (PUI) longo, 

enquanto a RB925345 (H59-1966 x genitor masculino desconhecido) apresenta alto teor de 

sacarose, alta produtividade, alto teor de fibra no início de safra, suscetibilidade à ferrugem e PUI 

curto.  

Estudos genotípicos e fenotípicos essenciais para o mapeamento genético e detecção de 

QTLs foram realizados com esta população, garantindo uma confiável relação genótipo-fenótipo 

para cada indivíduo. Com o objetivo de confirmar a identidade dos indivíduos F1 de todas as 

repetições do experimento plantado em Araras-SP e em Ipaussu-SP, foi realizada uma nova 

genotipagem em cerca de 1.500 indivíduos que estavam plantados nos respectivos campos, assim 

como a coleta dos dados fenotípicos dos mesmos. Através do método de UPGMA (método da 

distância genética média) e similaridade genética de Jaccard (Jaccard 1908), foi calculada a 

similaridade genética entre todos os indivíduos analisados através do programa NTSYS v.2.1 

(Rohlf 2000). Os grupos que apresentaram similaridade inferior a 100% foram considerados 

como contaminantes não sendo observada nestes casos associação com outros grupos. Apenas no 

campo experimental de Ipaussu foi observada a ocorrência de quatro trocas entre os indivíduos. 

Os resultados apresentados indicam que houve erros a uma taxa insignificante (cerca de 1%) 

durante a implantação do experimento, considerando a magnitude destes campos experimentais. 

A abordagem de modelos mistos na análise dos dados fenotípicos permitiu contornar o 

problema de dados desbalanceados sem interferir na qualidade dos resultados, além de considerar 

a interação genótipo-local-corte ao assumir a heterogeneidade da variância genética. Isso porque 

o modelo estatístico empregado representou fielmente o experimento, considerando a média dos 

240 diferentes genótipos, em dois locais distintos e avaliados durante os anos de 2011, 2012 e 

2013. Todos os resultados encontram-se discutidos no artigo apresentado no Capítulo I, com 
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exceção da avaliação de isoporização, florescimento e resistência à ferrugem. A exclusão destas 

características da análise por modelos mistos foi devido ao sistema de avaliação, baseado em 

escalas de notas, aliado a falta de tempo hábil para maior investigação de um modelo que 

representasse esse cenário.  

Em paralelo às fenotipagens, os 240 indivíduos F1 foram genotipados através de 

marcadores SSRs e SNPs. Uma das propostas desta tese foi adequar as metodologias de 

genotipagem para organismos poliploides, justificando a necessidade de uma série de otimizações 

para um resultado final robusto, confiável e de alta reprodutibilidade. Desta forma, foram 

necessários alguns ajustes e padronizações na metodologia de genotipagem dos SSRs para 

utilizar com maior precisão o sequenciador Li-Cor 4300 DNA Analyser. Assim como foi 

despendido tempo e esforço para garantir uma análise de qualidade utilizando os marcadores 

SNPs, processo descrito em maiores detalhes no Anexo I. Vale ainda ressaltar que a genotipagem 

dos SNPs pela tecnologia Sequenom iPLEX MassARRAY® (Sequenom Inc., San Diego, 

California, USA) foi estabelecida no LAGM através dos trabalhos desenvolvidos pela presente 

tese.  

O grupo contava com um conjunto prévio de dados de um painel de associação brasileiro 

de cana-de-açúcar referente à genotipagem de cerca de 1000 locos SNPs. Este painel foi 

composto por 134 variedades de cana-de-açúcar envolvidas nos programas de melhoramento 

genético brasileiro da cana-de-açúcar. Também contava com informações sobre a genotipagem 

de 241 locos SNPs em uma população bi-parental (Marconi 2011). Tais informações foram 

usadas como norte para o início das otimizações. Nas análises prévias foi constatada uma 

possível tendência de aumento da variância dentro das classes genotípicas, à medida que as 

dosagens alélicas aumentavam. Enquanto que os locos SNPs em dose única apresentavam baixa 

variância e alta qualidade. Lembrando que até então, as análises percorreram somente entre os 

marcadores SNPs em dose única, portanto tornou-se imprescindível o aprimoramento da técnica 

de genotipagem para diminuir o ruído que as altas doses apresentavam, e assim garantir reações 

de amplificação dos marcadores SNPs com alta confiança e qualidade. 

De posse dos resultados fenotípicos e genotípicos foi possível realizar a detecção dos 

QTLs para as características relacionadas as características de produção e de qualidade, 

utilizando multi-doses originadas dos marcadores SNPs, por meio da análise de marcas 
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individuais e correlação genotípica-fenotípica. Esses resultados encontram-se discutidos no 

Capítulo II e mostrou-se um método inovador no estudo de poliploides complexos. 

A fim de verificar o comportamento genético dos marcadores moleculares genotipados, 

aqueles que apresentaram dose única (254 SSRs e 31 SNPs) foram utilizados para a construção 

do mapa genético prévio, através do programa OneMap (Margarido et al. 2007). Adotou-se um 

LOD mínimo de 4,5 e fração de recombinação 0,4, para definição dos grupos de ligação (GL), 

adotando a função de Kosambi (REF) para determinar as distâcias em centimorgans (cM) entre as 

marcas estimadas. Mesmo com a utilização de SNPs apresentando segregação 1:2:1, o mapa 

preliminar resultante obteve baixa cobertura. Um total de 163 marcas foram ligadas a 50 grupos 

de ligação, com cobertura total de 2147,6 cM (Anexo V). O mapa genético aqui apresentado 

ficou aquém de todos os mapas disponíveis na literatura científica (Hoarau et al. 2001, Aitken et 

al. 2005, Reffay et al. 2005, Raboin et al. 2006, Garcia et al. 2006, Aitken et al. 2007, Oliveira et 

al. 2007, Anoni et al. 2014 (dados não publicados). Tal resultado comprova a necessidade de uma 

maior saturação do mapa por marcadores moleculares e inviabiliza qualquer conclusão mais 

precisa em relação a este mapa genético preliminar.  

Um fato curioso foi notado no GL4, o maior grupo de ligação formado (611cM), que 

agrupou todos os marcadores SNPs (20) que foram ligados ao mapa genético (Figura 2). Por 

análise de dois pontos, foi estimada a fase de ligação entre todos os marcadores ligados ao GL4. 

Constatou-se que os marcadores SNPs estavam em fase de repulsão em ambos os genitores. 

Notou-se que nas posições 284 e 588,4 cM do GL4 os marcadores não estavam ligados, o que 

resultaria em dois GLs de menor comprimento. Este cenário pode ser alterado quando mais 

marcas forem adicionadas ao mapa genético. No entanto, as sequências dos clusters de onde 

foram originadas os 20 SNPs ligados ao GL4 foram alinhadas contra o genoma do sorgo 

(Sorghum bicolor) (Tabela 1), por ser considerado o organismo mais próximo evolutivamente da 

cana-de-açúcar. Esta análise evidenciou similaridade entre cana-de-açúcar e sorgo nesta região 

analisada, contudo a ordenação do genoma não foi mantida.  

No mesmo GL foram alinhados fragmentos de seis diferentes cromossomos de sorgo 

(cromossomos 1, 2, 3, 8, 9 e 10). Uma possível hipótese para explicar esta diferença reside em 

assumirmos que durante o processo de poliploidização, o genoma da cana-de-açúcar passou por 

uma série de rearranjos até chegar na qual é cultivada atualmente, não sendo mantida a 

arquitetura genômica do ancestral diploide. Tal hipótese poderá ser investigada em futuros 
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estudos de genômica comparativa. Outra abordagem para este aspecto é considerar que este 

resultado provavelmente deve-se ao número reduzido de marcadores utilizados, sugerindo uma 

nova organização assim que o mapa genético for saturado por mais marcadores moleculares. Um 

fator a ser lembrado é que as cultivares modernas de cana-de-açúcar são híbridos interespecíficos, 

apresentando alto nível de ploidia e aneuploidia, dificultando interpretações e hipóteses acerca da 

estruturação e evolução do genoma dessa espécie. 

 

 

  

Figura 2. À esquerda, representação do maior grupo de ligação (GL4) formados por marcadores SSRs e 
SNPs, com cobertura total de 611,4 cM. Em vermelho sinaliza regiões do GL que não estão ligadas ao 
considerar os critérios estabelecidos. À direita, o heatmap para o GL4, sendo que as cores quentes 
representam ligação forte entre os marcadores moleculares, enquanto as cores friasas ligações fracas, 
resultados embasados pelos valores de LOD (acima da diagonal) e pela fração de recombinação. 
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Tabela 1. Alinhamento dos SNPs ligados ao GL4 do mapa genético preliminar entre os 
indivíduos da população segregante derivada do cruzamento entre as variedades comerciais 
SP81-3250 e RB925345 de cana-de-açúcar, em relação ao genoma do sorgo. 

SNP  Cluster/cana Proteína/sorgo Crom Posição Proteína anotada 

SugSNP_0429 Contig2449b2 Sb01g044810.2 1 67.970.813 - 67.981.206 Putative MADS-domain transcription factor 

SugSNP_0674 Contig1253b2 Sb03g026370.1 3 53.131.814 - 53.136.957 Putative uncharacterized protein 

SugSNP_0813 Contig543b2 Sb09g019930.3 9 48.939.510 - 48.952.130 Pyruvate phosphate dikinase 

SugSNP_0828 Contig472b2 Sb09g006050.1 9 8.731.871 - 8.733.975 Putative uncharacterized protein 

SugSNP_0559 Contig1674b2 Sb01g000730.1 1 728.960 - 732.969 Putative heat shock transcription factor 

SugSNP_0560 Contig1674b2 Sb01g000730.1 1 728.960 - 732.969 Putative heat shock transcription factor 

SugSNP_0339 Contig2843b2 Sb02g024270.1 2 58.508.033 - 58.511.011 Putative uncharacterized protein 

SugSNP_0227 Contig267b1 Sb10g030840.1 10 60.510.083 - 60.514.690 Catalase isozyme 1 

SugSNP_0194 Contig368b1 Sb02g034490.3 2 69.068.354 - 69.073.043 Cathepsin B-like cysteine protease 

SugSNP_0518 Contig1949b2 Sb08g020580.1 8 51.607.702 - 51.613.086 Auxin-responsive protein IAA30 

SugSNP_0772 Contig652b2 Sb03g036650.1 3  64.710.004 - 64.718.045 Receptor-like protein kinase ARK1 

SugSNP_0678 Contig1159b2 Sb10g030910.2 10 60.564.328 - 60.566.485 unkwon protein 

SugSNP_0753 Contig747b2 Sb09g024340.1 9 53.900.807 - 53.903.670 Phosphoglycerate kinase 

SugSNP_0229 Contig241b1 Sb01g047140.1 1 70.246.505 - 7.024.865 Aquaporin TIP1-1 

SugSNP_0263 Contig109b1 Sb03g003220.1 3 3.357.017 - 3.362.737 NADP-dependent malic enzyme 

SugSNP_0619 Contig1424b2 Sb01g033020.1 1 56.062.629 - 56.065.118 Putative uncharacterized protein 

SugSNP_0629 Contig1293b2 Sb01g028760.2 1 50.183.023 - 50.186.127 Serine/threonine-protein kinase SAPK3 

SugSNP_0589 Contig1552b2 Sb08g001480.1 8 1.439.461 - 1.444.900 Putative uncharacterized protein 

SugSNP_0329 Contig2962b2 Sb08g006530.1 8 10.179.089 - 10.183.678 PHD finger protein, putative, expressed 

SugSNP_0643 Contig1253b2 Sb03g026370.1 3 53.131.814 - 53.136.957 Putative uncharacterized protein 

SNP: identificação do SNP genotipado; Cluster/cana: sequências de onde foram selecionados e desenvolvidos os 
SNPs em cana-de-açúcar; Proteína/sorgo: proteína da sequência de cana-de-açúcar correspondente em sorgo; Crom: 
cromossomo equivalente em sorgo; Posição: posição física, em pares de base, da sequência de cana-de-açúcar no 
genoma do sorgo. 

 

O marcadores SNPs SugSNP_0559 e SugSNP_0560 foram desenvolvidos a partir do 

mesmo cluster, e informações adquiridas por meio do alinhamento contra o genoma do sorgo 

indicou que estes locos estão fisicamente ligados e posicionados no cromossomo 1 do sorgo 

(Tabela 1). Geneticamente estes locos estão a uma distância de aproximadamente 10 cM segundo 

o mapa genético construído nesta tese, o que pode significar uma distância muito pequena quando 

comparada com o tamanho total do genoma da cana-de-açúcar. Tal resultado sugere que estes 

marcadores estão ligados geneticamente e fisicamente, sendo corroborado pela posição em que 

foram ligados ao mapa genético preliminar. Já os marcadores SNPs SugSNP_0674 e 

SugSNP_0643, foram desenvolvidos a partir do mesmo cluster e estão fisicamente ligados no 

cromossomo 3 do sorgo, porém apareceram ligados ao GL4 de cana-de-açúcar com uma grande 

distância genética, o que sustenta o fato da necessidade de mais marcas para a construção do 

mapa genético. 

  

61 

 



  

62 

 



Resumo dos resultados 

 

 Os resultados apresentados pela presente tese alcançaram os objetivos de maneira 

satisfatória, e encontram-se aqui resumidos: 

 

Capítulo I 

• Os dados fenotípicos para as características de produção (altura, diâmetro, peso de 

colmos) e de qualidade (sólidos solúveis, teor de sacarose do caldo e da cana, pureza do 

caldo e teor de fibra) foram coletados com sucesso durante três anos e dois locais 

• Utilizando a abordagem por modelos mistos os resultados apresentados mostraram um 

ótimo controle ambiental para as características avaliadas 

• O valor de herdabilidade para as características de produção variou entre 0,83 e 0,96 para 

peso dos colmos e toneladas de cana por hectare, respectivamente, enquanto que para as 

características de qualidade variou de 0,77 a 0,88 para pureza e fibra, respectivamente 

• Foram encontradas 30 correlações fenotípicas significativas, confirmando que estes dados 

podem ser utilizados na detecção dos QTLs 

 

Capítulo II 

• A metodologia de genotipagem dos SNPs utilizando a plataforma Sequenom iPLEX 

MassARRAY® (Sequenom Inc., San Diego, California, USA) foi estabelecida com êxito 

no LAGM 

• Utilizando o programa SuperMASSA foi possível estimar a ploidia de cada loco SNP 

• Foi identificado 17 evidências de associação de QTL pelo método de regressão linear e 

sete pela correlação genotípica-fenotípica, utilizando os marcadores SNPs entre as 

características relacionadas à produção e à qualidade 

• A abordagem usada permitiu a análise de multi-doses originadas dos marcadores SNPs, 

mostrou-se um método inovador no estudo de cana-de-açúcar e com grande potencial de 

serem aplicados na seleção assistida por marcadores moleculares 
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Conclusões 

 

A genotipagem com SNPs da população F1 permitiu a identificação de locos com 

diferentes ploidias e dosagens alélicas. Tais informações possibilitaram que um modelo genético 

apropriado para organismos com alto nível de ploidia fosse aplicado à análise dos dados 

fenotípicos obtidos, fornecendo assim, estimativas mais confiáveis e precisas da variação 

genética observada.  

 

Concluímos que foi possível contribuir para o maior conhecimento genético da cana-de-

açúcar ao detectarmos evidências de QTLs presentes em locos com variação de dosagem alélica, 

associados a características de importância econômica. 

 

O estabelecimento de metodologias apropriadas para genotipagem permitiu o 

mapemaneto de QTLs em organismos poliploides complexos é, portanto, uma das contribuições 

desta tese ao estudo de espécies poliploides em geral. 
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Perspectivas 

 

Os resultados da presente tese abriram novos caminhos no estudo genético da cana-de-

açúcar resultando em um grande avanço científico. Porém este estudo necessita de continuidade 

para que o mapa genético possa ser saturado a tal ponto que permita o mapeamento preciso de 

QTLs. Neste contexto será aplicada uma nova abordagem, baseada na metodologia de 

genotipagem-por-sequenciamento ou GBS (Genotyping-by-Sequencing - Elshire et al. 2011). É 

uma estratégia bastante robusta e de alto rendimento, que pode ser aplicada em espécies de 

grande variabilidade genética (Elshire et al. 2011). 

A fenotipagem desta população de mapeamento foi encerrada em 2013, resultando em 

dados de excelente qualidade. Ao Capítulo I serão adicionados os dados referentes às mesmas 

características avaliadas para outra população de mapeamento, derivada do cruzamento entre as 

variedades SP80-3280 e RB835486, para só então o manuscrito final ser submetido ao periódico 

Field Crops Research. Até o presente momento a avaliação de florescimento, isoporização e 

resistência à ferrugem foram excluídas das análises para não comprometer a qualidade dos 

resultados. Esse fato foi atribuído ao tempo hábil disponível para a conclusão do Doutorado. 

Assim, as três características aqui descritas serão alvo de estudos posteriores. 

Vale reforçar que devido à complexidade do genoma da cana-de-açúcar os estudos que 

visam sua compreensão não devem ser baseados em estudos pontuais e isolados. Por isso outras 

atividades de pesquisa estão sendo realizadas com o intuito de colaborar com a elucidação da 

genética e genômica da cana-de-açúcar, destacando-se a análise do transcriptoma de folhas e 

bibliotecas de BACs (Bacterial Artificial Chromosome). 
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Anexo I 

 

Estabelecimento de novas técnicas de genotipagem de marcadores SSRs e SNPs otimizadas 

para organismos poliploides complexos 

 

A análise do polimorfismo em organismos poliploides complexos requer o 

estabelecimento de metodologias apropriadas nas técnicas de genotipagem, o que justificou a 

série de otimizações realizadas. 

Dois métodos de genotipagem de microssatelites (SSR) foram utilizados na população de 

mapeamento: (1) eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante a 6% revelado em coloração 

com prata, seguindo o protocolo descrito por Creste et al. (2001), que encontra-se estabelecido na 

rotina de genotipagem para cana-de-açúcar no Laboratório de Análise Genética e Molecular, 

UNICAMP (LAGM), e (2) pelo método de genotipagem baseado na detecção a laser na 

eletroforese em gel poliacrilamida desnaturante a 6%, analisado no sequenciador 4300 DNA 

Analyser (Li-Cor, Lincoln), que foi introduzido na rotina de genotipagem de cana-de-açúcar no 

LAGM, técnica que exigiu alguns ajustes. 

A genotipagem no sequenciador 4300 DNA Analyser também é baseada em PCR (Reação 

de Polimerização em Cadeia) e consiste no uso de um dos primers carregando uma fluorescência, 

que pode ser 6-carboxyfluorescein (FAN), hexachloro-6-carboxy-fluorescine (HEX), 6-carboxy-

X-rhodamine (ROX) e tetrachloro-6-carboxy-fluorescine (TET). Porém esses primers marcados 

com a fluorescência apresentam um elevado custo o que torna inviável a genotipagem de uma 

população de mapeamento, devido ao elevado número de locos necessários para gerar o mapa 

genético. A fim de tornar o método menos custoso foi utilizada a abordagem descrita por 

Schuelke (2000), cujo princípio é a utilização de três primers: um deles é o forward (Figura 3A) 

que carrega uma cauda M13 em sua terminação 5’, composta por 18 bases (CAC GAC GTT 

GTA AAA CGA), o outro é reverse (Figura 3B) com sequência específica e reversa ao forward e 

por fim a fluorescência universal M13 (Figura 3C). 

Porém, com a adição da cauda M13 ao primer forward, sua temperatura de anelamento 

tende a sofrer uma queda de 5° da temperatura em relação a sua temperatura otimizada sem a 

cauda. Assim, alguns ajustes foram necessários nas reações de PCR, desde a quantidade e 

concentração dos reagentes presentes no ensaio, até adaptações na ciclagem. Devido à 
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dificuldade de otimizar os primers com cauda M13 em cana-de-açúcar, optou-se pela PCR 

baseada em touchdown, com variação de 56 a 51°C. Essas temperaturas foram utilizadas por 

adequar a temperatura média dos primers sem a cauda de forma a abranger todos os marcadores 

utilizados. Duas etapas compõem a técnica sendo que nos primeiros ciclos da reação de PCR, o 

primer forward com a sequência M13 é incorporado ao produto de amplificação (Figura 3D). 

Posteriormente, seguem-se os ciclos visando o anelamento da fluorescência M13 (Figura 3E) que 

é incorporada ao produto final da amplificação (Figura 3F). A grande vantagem do método é a 

análise simultânea de dois diferentes fragmentos amplificados, através da detecção de distintas 

fluorescências a partir de dois comprimentos de onda (700 e 800 nanômetros). Além do mais, a 

eletroforese é visualizada em tempo real dispensando a coloração em prata e conferindo 

automação e maior sensibilidade à genotipagem dos marcadores microssatélites. 

 

 

Figura 3: Método de PCR utilizando fuorescência. (A) primer forward marcado com a cauda 

M13 na extremidade 5’, (B) primer reverse, (C) primer com fluorescência universal M13, (D) 

incorporação do primer forward com a cauda M13 ao produto de amplificação, (E) anelamento 

dos produtos amplificados a fluorescência universal M13 e (F) produto final detectado pelo 

sistema à laser (Fonte: Schuelke 2000). 
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Além da utilização dos SSRs foram também utilizados os marcadores SNPs (Single 

Nucleotide Polymorphism) na genotipagem da população de mapeamento em questão. Os SNPs 

foram escolhidos por serem marcadores codominantes em organismos poliploides, de natureza 

bialélica e abundantes no genoma. Em geral, os métodos de genotipagem disponíveis para 

marcadores SNPs não são aplicáveis a organismos complexos como a cana-de-açúcar. Por esta 

razão foi utilizada a análise por espectrometria de massas, que apresenta alta acurácia dos dados, 

pois permite a medição direta e rápida de produtos de DNA, ao invés de ler apenas uma marcação 

(fluorescente ou radioativa), além do alto rendimento na identificação de variações genéticas. As 

vantagens de utilizar tal metodologia são as possibilidades de incorporar marcadores com 

segregação 1:2:1 (Wu et al. 2002) aos mapas genéticos e identificar locos em multi-doses, 

aumentando o conhecimento genético da cana-de-açúcar, já que a priori sua ploidia é 

desconhecida. 

Assim, a genotipagem de 290 maradores SNPs foi feita através da plataforma Sequenom 

iPLEX MassARRAY® (Sequenom Inc., San Diego, Califórnia, USA), e baseia-se na extensão de 

um primer alelo-específico por um terminador de massa modificada (Sequenom 2007). Os 

produtos dessa reação são analisados usando um espectrômetro de massas MALDI-TOF (Matrix-

Assisted Laser Desorption/ Ionization-Time of Flight) e cada região polimórfica é detectada pela 

massa do alelo específico. Cada genitor foi genotipado 20 vezes para cada loco SNP afim de 

garantir alta confiança nos resultados. 

As etapas do processo de genotipagem dos SNPs consistiram de: (1) definição do ensaio: 

oligonucleotídeos de captura dos SNPs e de extensão de bases únicas foram desenhados a partir 

das sequências selecionadas com possíveis locos SNPs, utilizando o banco de dados do SucEST 

(Projeto de sequenciamento de EST de cana-de-açúcar). O desenvolvimento dos 

oligonucleotídeos foi realizado por meio do programa MassArray Assay Design (Sequenom, Inc. 

San Diego), que também checou a possível formação de dímeros e agrupou conjuntos de 10 locos 

por reação. Esta etapa foi desenvolvida por Marconi (2011); (2) amplificação dos produtos 

contendo os SNPs; (3) tratamento com a enzima SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase): 

neutralização dos dNTPs não incorporados na amplificação dos produtos contendo os SNPs, 

tornando-os inviáveis para futuras reações; (4) reação de extensão (iPLEX Gold Reaction): 

utilizando os produtos amplificados contendo os SNPs, o primer alelo específico se anelou 

exatamente adjacente ao sítio do SNP, estendendo apenas uma base; (5) limpeza dos produtos 
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amplificados: remoção do excesso de íons das reações de iPLEX; (6) transferência do produto 

amplificado para o SpectroCHIP e análise no espectrômetro de massa MALDI-TOF: as amostras 

foram transferidas para o SpectroCHIP; e (7) análise da intensidade produzida pela 

espectrometria de massa: através dos produtos estendidos alelo-específicos de massas diferentes, 

dependendo do nucleotídeo que foi adicionado, ou seja, dependendo da forma alélica presente 

naquela amostra (Figura 4). Assim, os dados obtidos fornecem dois sinais de intensidade de 

massa referentes ao loco SNP genotipado, sendo que a intensidade é proporcional a cada um dos 

alelos analisados. Essa distinção das dosagens alélicas permite observar classes genotípicas que 

não é possível visualizar com o uso dos marcadores microssatélites, fato que qualifica os 

marcadores SNPs na excelência de estudos genéticos para organismos poliploides. A 

classificação da ploidia foi realizada utilizando o programa SuperMASSA (Serang et al. 2012).  

 

 

Figura 4. iPLEX Gold Reaction: amplificação dos fragmentos contendo os sítios polimórficos, 

reação de extensão e espectrometria de massas resultando em picos com medidas das massas das 

formas alélicas presentes nas amostras analisadas. 
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Foi realizada uma análise prévia a partir de um conjunto de dados disponíveis pelo grupo, 

que indicou uma possível tendência de aumento da variância dentro das classes genotípicas, à 

medida que as dosagens aumentavam. Isso significa que os dados de loco SNP em dose única tem 

baixa variância e alta qualidade. Como as análises anteriores sempre foram feitas com 

marcadores em dose única, não houve necessidade em aperfeiçoar a técnica para doses maiores, 

já que esses dados sempre eram descartados. Notou-se claramente que os SNPs em dose única 

estão otimizados e à medida em que a dosagem aumenta o ruído do sinal também aumenta. 

Porém uma nova abordagem para detectar locos SNPs em altas doses vem sendo proposta através 

do uso do programa SuperMASSA (Serang et al. 2012). E para validar tal proposta, os protocolos 

foram otimizados para não comprometer a aplicação da metodologia para organismos 

poliploides. 

A ideia inicial foi verificar como um mesmo loco SNP se comporta em diferentes níveis 

de ensaio multiplex, porém, realizar este tipo de análise torna a técnica economicamente inviável. 

Por essa razão, como uma primeira abordagem, foram analisados os resultados obtidos a partir da 

reação de captura da região contendo loco o SNP, em gel de agarose 3% corado com brometo de 

etídio. Para todos os testes realizados constatou-se a formação de produtos inespecíficos, com 

uma tendência de não formação de produtos inespecíficos para aqueles que já eram conhecidos 

como SNPs em dose única. Com o intuito de obter maior controle na especificidade dos produtos 

amplificados, foram realizados testes de gradiente (56° a 61°C) na reação de captura, e 

visualizados em gel de agarose 3% corado com brometo de etídio. A quantidade de produtos 

inespecíficos diminuíram, enquanto que a intensidade das bandas referente aos produtos 

específicos aumentaram. Também foi testada a interação entre os pares de primers que 

amplificam os fragmentos contendo locos SNPs, pela análise dos multiplex juntos (10 locos) e 

separados, visualizados em gel de agarose 3% corado com brometo de etídio. Conclui-se que 

através destes estudos que, aparentemente, a formação de produtos inespecíficos, bem como a 

quantidade de reações plexadas na mesma reação não interfere no resultado final.  

Resultados apresentados em nota científica pelo Sequenom® (Sequenom, Inc. San 

Diego), “Targeted Genotyping Solutions for Plant and Animal Genomics”, (PAG 2012) 

demonstraram que uma melhor acurácia dos dados é obtida quando a quantidade de DNA está 

bem otimizada. A partir desse estudo, foi realizado uma nova abordagem nas otimizações, agora 

usando diferentes concentrações de DNA. Foram testadas as quantidades de 1, 4, 8 e 10 ng nas 
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variedades IACSP95-3018, IACSP93-3046 e SP80-3280, cada reação repetida 10 vezes. Para ter 

maior confiabilidade sobre a concentração ótima de DNA, as amostras envolvidas na otimização 

foram requantificadas utilizando o aparelho Quantifluor® (Promega, Fitchburg, Wisconsin, 

USA), método mais confiável por usar fluorescência que só se anela em DNA fita dupla. A partir 

dos resultados desse experimento constatou-se que a concentração de DNA não interferiu na 

acurácia dos dados. Porém depois de todas as otimizações houve um grande avanço na 

interpretação dos resultados, sendo fundamentais nas estratégias de análises em desenvolvimento. 

Após as etapas de otimizações, os 290 marcadores SNPs foram genotipados na população de 

mapeamento, através da Plataforma Sequenom iPLEX MassARRAY® seguindo as etapas já 

descritas acima.  
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Abstract 

Quantitative Trait Loci (QTL) mapping is an important tool in sugarcane (Saccharum spp.) breeding 
programs because it provides information about genetic effects, allelic interactions, and the position and 
number of QTLs and knowledge of the genetic architecture of quantitative traits. Such information 
combined with marker-assisted selection can help breeders reduce the development time of new sugarcane 
varieties. In this study, we performed QTL mapping of important agronomic traits in a commercial 
sugarcane cross via Composite Interval Mapping (CIM). An integrated genetic linkage map was 
constructed that considered 634 molecular markers (AFLP and SSR) displaying 1:1 and 3:1 segregation 
ratios. A total of 187 individuals were obtained from a bi-parental cross between IAC95-3018 and 
IACSP93-3046; these individuals were arranged in two locations across three harvests. The yield 
components evaluated were stalk diameter (SD), stalk weight (SW), fiber percentage (Fiber), sucrose 
content (Pol), and the soluble solid content (Brix). The genetic linkage map had a total length of 4370 cM, 
with 113 linkage groups in 15 putative homology groups. A total of 19 QTLs were detected for SD (four 
QTLs), SW (three QTLs), Fiber (five QTLs), Pol (four QTLs) and Brix (three QTLs). The proportion of 
phenotypic variation explained by each QTL ranged from 0.10% to 6.67%. The estimated additive effects 
and dominance effects for each mapped QTL were used to obtain segregation patterns for the QTLs that 
varied between 1:1:1:1, 1:2:1, 3:1 and 1:1 segregation ratios. Our results provide assistance for breeding 
programs by accounting for an improved dissection of complex traits in sugarcane. 

Keywords: polyploidy; linkage analysis; association; QTL 
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Introduction 
 

Sugarcane is a complex autopolyploid and outbred species with high levels of 
heterozygosity, belongs to the Poaceae family and the Saccharum genus, of which the following 
species are often recognized: S. barbari (2n = 111 - 120), S. edule (2n = 60 - 80), S. officinarum 

(2n = 80), S. robustum (2n = 60 - 80), S. sinense (2n = 80 - 140) and S. spontaneum (2n = 40 - 
128) (Mukherjee, 1957). Modern sugarcane varieties are derived from interspecific hybridization 
between S. officinarum and S. spontaneum, which results in highly polyploid and aneuploid 
plants. This hybridization represented a large breakthrough in modern sugarcane breeding. 
Disease problems were solved, yields increased, ratooning capacity improved, and plants were 
adapted for growth under several environmental conditions (Roach, 1972). 

Genetic linkage map construction and Quantitative Trait Loci (QTL) mapping are 
important tools that allow for the optimization and improvement of breeding programs. In 
addition to information concerning the genetic architecture of traits, linkage and pleiotropy 
(Garcia et al., 2008), genetic maps also provide information regarding gene localization, the 
quantitative traits associated with specific genomic regions, genomic synteny analyses, and 
whole-genome quantification. However, the construction of genetic maps for sugarcane is more 
complicated and laborious compared to work in diploid species for the following reasons: i) the 
high level of polyploidy and aneuploidy results in a complex chromosomal segregation pattern 
during meiosis (Heinz and Tew, 1987); ii) the mapping progenies are derived from bi-parental 
crosses between highly heterozygous outbred parents, in which there are different numbers of 
alleles per locus, resulting in a mixture of marker segregation ratios in the progeny (Wu et al., 
2002; Lin et al., 2003); and iii) the linkage phases between the markers are unknown (Pastina et 
al., 2012). 

Wu et al. (1992) outlined these limitations and proposed the development of genetic 
linkage maps using only the segregation analysis of single-dose markers (SDMs). These markers 
represent alleles present in one copy in one of the parents, segregating at a 1:1 ratio in the 
progeny, or alleles present in one copy in both parents, segregating at a 3:1 ratio (Wu et al., 
2002). The majority of the published sugarcane linkage maps were commonly constructed based 
on a double pseudo-testcross strategy (Grattapaglia et al., 1994). This strategy results in two 
individual maps, one for each parent (Daugrois et al., 1996; Ming et al., 2001; 2002; Aljanabi et 
al., 2007). Garcia et al. (2006) presented an integrated sugarcane linkage map constructed using 
the methodology proposed by Wu et al. (2002), in which the information provided by the markers 
segregating in 1:1 and 3:1 ratios were combined. This arrangement resulted in an integrated 
linkage map for both parents. Integrated linkage maps have some advantages. Maps with greater 
saturation are obtained, providing the best estimates concerning QTL location, and the linkage 
and linkage phases can also be more efficiently estimated compared to maps developed using the 
double pseudo-testcross strategy. This approach was also used for the sugarcane linkage map 
presented by Oliveira et al. (2007). At this time, none of the published sugarcane genetic linkage 
maps are considered saturated. The most saturated map presents with a total map length of 9774.4 
cM (Aitken et al., 2014).  

An important application of genetic linkage maps is QTL mapping, which allows for the 
identification of loci along the genome that contribute to trait phenotypic variance. Most 
agronomic traits have a quantitative nature with polygenic inheritance (Falconer and Mackay, 
1996; Lynch and Walsh, 1998), such traits are highly influenced by the environment. QTL 
mapping studies in sugarcane are commonly performed for traits of agronomic importance, such 
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as brown rust (Puccinia melanocephala) resistance, smut (Ustilago scitaminea) resistance, 
yellow spot (Mycovellosiella koepkei) resistance, flowering time, sugar yield, stalk length, stalk 
diameter (SD), stalk number, stalk weight (SW) and fiber content (reviewed by Pastina et al., 
2010). In sugarcane, QTL mapping for yield-related traits is usually performed using single-
marker analysis, interval mapping and composite interval mapping for individual maps obtained 
through a double pseudo-testcross strategy. The first QTL mapping study in sugarcane, analyzing 
cane yield and sugar yield, was performed by Sills et al. (1995). This study was followed by other 
works that made important contributions to QTL mapping research, including Ming et al. (2001; 
2002a; 2002b), Hoarau et al. (2002), McIntyre et al., (2005), da Silva and Bressiani, (2005), 
Reffay et al. (2005), Aitken et al. (2006; 2008), Piperidis et al. (2008), Pastina et al. (2012), and 
Shing et al. (2013).  

The majority of QTL studies in sugarcane are performed based on two individual genetic 
maps, one for each parent (Daugrois et al., 1996; Ming et al., 2001; 2002; Hoarau et al., 2002; 
Reffay et al., 2005; Aitken et al., 2006; 2008; Shing et al., 2013). According to Pastina et al. 
(2010), the pseudo-testcross strategy reduces statistical power and does not allow for the 
estimation of additive and dominant effects separately, which complicates the interpretation of 
QTL mapping results. The first approach to consider information related to linkage phase, 
segregation patterns and QTL effects in a full-sib family was developed by Lin et al. (2003). The 
QTL results are biased when only the intervals of adjacent markers are considered, as there is no 
control for the interference caused by the QTLs located outside the mapping interval, resulting in 
false-positive detection. Recently, Gazaffi et al. (2014) developed an approach for Composite 
Interval Mapping (CIM) that considers full-sib progenies. In this methodology, linkage phase and 
segregation patterns are determined in addition to QTL location, which allows for the 
simultaneous analysis of QTLs with different segregation patterns. Additionally, Gazaffi et al. 
(2014) took cofactors into account during the mapping procedure, enabling more precise 
estimates of putative QTLs located along the genome. In this study, we constructed an integrated 
genetic linkage map in a bi-parental cross between two Brazilian commercial sugarcane varieties 
with Simple Sequence Repeats (SSR) derived from Expressed Sequence Tags (ESTs) and 
Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) markers. We also performed QTL mapping 
using CIM for traits related to cane and sugar yields. We report on the segregation pattern and the 
additive and dominance effects for each mapped QTL. 
 
Material and Methods 
 
Mapping population and field experiments 
 

Full-sib progeny, a composite of 187 individuals, were obtained from a bi-parental cross 
between the elite clone IACSP95-3018 (female parent) and the variety IACSP93-3046 (male 
parent) developed at the Sugarcane Breeding Program at the Instituto Agronômico de Campinas 
(IAC). IACSP95-3018 is a promising clone used as parent in the IAC Sugarcane Breeding 
Program. IACSP93-3046 has a high level of sucrose, good tillering and an erect stool habit and is 
recommended for mechanical harvesting and prone environments.  

The full-sib progeny and the sugarcane varieties RB835486 and SP81-3250, which were 
used as common checks, were planted in 2007 in the Sales de Oliveira region in the state of São 
Paulo, Brazil. Plants were placed in a randomized complete block design with four replicates, and 
2-meter rows were spaced 1.5 meters apart. The same population was also planted in 2011 in the 
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Ribeirão Preto region in São Paulo, Brazil. This planting followed the same design, however, 
only three replicates were planted. Both parents and two varieties (SP81-3250 and RB83-5486) 
were included in each replicate as checks. The field experiment was evaluated in 2008 (plant 
cane) and 2009 (ratoon cane) in Sales de Oliveira and in 2012 (plant cane) and 2013 (ratoon 
cane) in Ribeirão Preto. 

 
Molecular marker data and map construction 
 
 To construct the linkage map, 187 individuals from the full-sib progeny were screened. 
The following two types of molecular markers were used: SSRs, which were divided among 
genomic (gSSR) and Expressed Sequence Tags (EST-SSR), and AFLPs. Of the 140 SSRs used, 
105 were EST-SSR primers developed in the Brazilian Sugarcane EST Project (SUCEST), 
presented in Pinto et al. (2004; 2006), Oliveira et al. (2007; 2009), and Marconi et al. (2011). The 
remaining 35 SSRs were gSSRs developed by Cordeiro et al. (2000) and CIRAD (Centre de 

Cooperation Internationale em Recherché Agronomique pour le Développement, Montpellier, 
France) as described in Rossi et al. (2003). For the AFLPs, DNA was digested with EcoRI and 
MseI, and a total of 25 selected primer combinations (EcoRI/MseI) were screened according to 
Vos et al. (1995). The amplification products from the SSRs and AFLPs were separated by 
electrophoresis on 6% denaturing polyacrylamide gels. The gels were visualized by silver 
staining according to Creste et al. (2001). Markers were scored based on their presence (1) or 
absence (0) in the parents and the segregating progeny. Marker segregation (1:1 or 3:1 presence 
to absence ratio) was verified through a chi-square test and a Bonferroni correction was 
considered to control for type I error in multiple tests (Province, 1999). 

The SSR markers were named according to the origin of their locus and were followed by 
a number referring to the amplified allele. The AFLP markers were identified by six letters 
representing the EcoRI/MseI selective primer and were followed by a number referring to the 
amplified fragment. All of these markers received a letter to denote the origin of the parental 
polymorphism according to the cross type described by Wu et al. (2002). For example, the D1 
locus is heterozygous in IACSP95-3018 and homozygous in IACSP93-3046. The D2 locus is 
homozygous in IACSP95-3018 and heterozygous in IACSP93-3046. Both D1 and D2 present 
with 1:1 segregation ratios. Locus C is heterozygous in both parents, with a 3:1 segregation ratio. 

The linkage map was constructed using the OneMap package (Margarido et al., 2007) and 
only SDMs were considered. To avoid false-positive linkages, a stringent LOD score of 5.77 and 
recombination frequency of 0.40 were used to determine the linkage groups (LGs). The higher 
LOD value was used due to the large number of evaluated markers and the high number of 
chromosomes in modern sugarcane cultivars (over 100). To determine the marker order and 
linkage phases in each LG with a maximum of five markers, all possible orders were compared, 
and the most likely order was considered. For LGs with more than five markers, all possible 
orders for the five most informative markers were compared, and then other markers were added 
sequentially and were arranged in the most likely initial order at positions with greater likelihood. 
The distances in the genetic map were expressed in centimorgans (cM) based on the Kosambi 
function (Kosambi, 1944). 
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Phenotypic data analysis 
 
The quantitative traits measured corresponded to important economic components in sugarcane 
production, including soluble solid content (Brix), fiber percentage (Fiber), sucrose content (Pol), 
stalk weight (SW), and stalk diameter (SD). Each measurement was obtained from a sample of 10 
stalks that were harvested from each individual plot according to the methods, for plant cane and 
ratoon crops, described by Consecana (2006). Brix corresponds to the total dissolved solids in 
cane juice. Fiber refers to the insoluble mater in water that is present in the stalk. 

To evaluate the phenotypic data obtained from different locations and harvests, an 
appropriate mixed model was adjusted by comparing different structures for the variance-
covariance (VCOV) matrices of genetic (𝑮𝑮) and non-genetic (𝑹𝑹) effects. The statistical model 
used for each trait separately was as follows (bold terms indicate random variables):  

 𝒀𝒀𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖 =  𝜇𝜇 + 𝐿𝐿𝑖𝑖 + 𝐻𝐻𝑖𝑖 + 𝐵𝐵𝑖𝑖(𝑖𝑖𝑖𝑖) + 𝑮𝑮𝑖𝑖(𝑖𝑖𝑖𝑖) + 𝒆𝒆𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖 
 
where: 𝒀𝒀𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖 is the phenotype of the 𝑖𝑖 𝑝𝑝ℎgenotype (𝑖𝑖 = 1,⋯ ,𝑛𝑛) in the 𝑗𝑗𝑝𝑝ℎ block (𝑗𝑗 = 1, 2, 3,4), 
the 𝑟𝑟 𝑝𝑝ℎ replication (𝑟𝑟 = 1,⋯ , 4), the 𝑘𝑘𝑝𝑝ℎ location (𝑘𝑘 = 1, 2) and the 𝑚𝑚𝑝𝑝ℎharvest (𝑚𝑚 = 1, 2); 𝜇𝜇 is 
the trait mean; 𝐿𝐿𝑖𝑖 is the location effect; 𝐻𝐻𝑖𝑖 is the harvest effect; 𝐵𝐵𝑖𝑖(𝑖𝑖𝑖𝑖) is the block effect of the 𝑗𝑗𝑝𝑝ℎ block in the 𝑘𝑘 𝑝𝑝ℎ location and the 𝑚𝑚𝑝𝑝ℎ harvest; 𝑮𝑮𝑖𝑖(𝑖𝑖𝑖𝑖) is the genetic effect of the 𝑖𝑖𝑝𝑝ℎ genotype 
in the 𝑘𝑘𝑝𝑝ℎ location and the 𝑚𝑚𝑝𝑝ℎ harvest; and 𝒆𝒆𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖 is the non-genetic effect. 
 The VCOV matrix 𝐆𝐆 was obtained via the Kronecker direct product of 𝐆𝐆M  ⊗ 𝐈𝐈ng, where 
 𝐆𝐆M =   𝐆𝐆𝑳𝑳⊗  𝐆𝐆H, ⊗ is the Kronecker direct product of the genetic effects for the matrices 𝐆𝐆M e 𝐈𝐈ng, and 𝐈𝐈ng is an identity VCOV matrix of the genotypes as proposed by Pastina et al. (2012). 
Likewise, the 𝐑𝐑M matrix was obtained via the Kronecker direct product of  𝐑𝐑𝑳𝑳 (the residual 
effects between locations) and the 𝐑𝐑M  (the residual effects between harvests) matrices; therefore, 
 𝐑𝐑M =   𝐑𝐑𝑳𝑳⊗  𝐑𝐑H. It was assumed that 𝒆𝒆~𝑁𝑁 (0,𝑹𝑹) and 𝒈𝒈~ 𝑁𝑁(0,𝑮𝑮), where 𝒆𝒆 =

11111,⋯ , 𝑒𝑒𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖 and 𝒈𝒈 = 111,⋯ ,𝑔𝑔𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖, respectively. Different models for VCOV structures 
were compared via AIC (Akaike Information Criterion) (Akaike, 1974) and BIC (Bayesian 
Information Criterion) (Schwarz, 1978). For the 𝐆𝐆M matrix, five different models were compared. 
The models (a-d) (see Table 1 in the results) consider the combination of the location-harvest as a 
specific environment for the  𝐆𝐆M matrix structures. Model (e) (see Table 1 in the results) 
considers the direct product of location and harvest. Model (a) specifies homogeneous variance 
and no covariance (correlation) between environments. Model (b) considers heterogeneous 
variance but not the correlation between environments. Model (c) takes into account an 
approximation of an unstructured VCOV matrix that had no correlation between environments. 
Model (d) specifies different variances and no correlation between environments. Model (e) 
considers different variances and no correlation for locations and harvests separately. The models 
described above were also compared for the  𝐑𝐑M matrix. Once  G and  R VCOV matrices were 
modeled, BLUPs (Best Linear Unbiased Predictors) combining information concerning the 
locations and harvests were obtained for each trait. The variance components were then estimated 
using Residual Maximum Likelihood. All of the statistical analysis previously described was 
performed using Genstat 16th edition (Payne et al., 2013).  

The broad-sense heritability coefficient was calculated for each trait based on the 
following equation:  
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ℎ2 =  
𝜎𝜎𝐺𝐺2𝜎𝜎𝐺𝐺2 +
𝜎𝜎𝐺𝐺𝐺𝐺𝐸𝐸2𝑘𝑘𝑚𝑚 +

𝜎𝜎2𝑟𝑟  

 
where: 𝜎𝜎𝐺𝐺2, 𝜎𝜎𝐺𝐺𝐺𝐺𝐸𝐸2  and 𝜎𝜎2 are the genotypic, the genotype-environment interaction and the residual 
variance components, respectively;  r is the harmonic mean of the replicates; and 𝑘𝑘𝑚𝑚 is the 
harmonic mean of the factorial combination of locations and harvests in different environments. 
Genetic correlations were estimated for each pair of traits based on BLUPs using the Pearson 
correlation coefficient implemented using R software (R Development Core Team 2013).  
 
Quantitative trait analysis 

 
To test the association between phenotype and genotype, each of the five traits related to 

cane yield and sugar yield were analyzed separately using CIM methodology (Zeng, 1993) 
according to the extended approach described by Gazaffi et al. (2014). The model is based on 
three orthogonal contrasts and estimates the additive effects for each parental and intralocus 
interaction (dominance effect) for the QTL alleles. QTL mapping analyses were performed as 
described below: (i) conditional multipoint probabilities of the QTL genotype for all positions in 
a discrete grid of evaluation points with a step size of 1 cM along the genome were estimated via 
Hidden Markov Models (HMM), which were implemented using the OneMap package 
(Margarido et al., 2007); (ii) genetic predictors were estimated for each position along the 
genome, as described in Gazaffi et al. (2014); (iii) the genome scan was performed (in a 1 cM 
grid) to detect the QTLs; (iv) following the identification of a QTL, the significance levels of the 
additive (𝛼𝛼𝑝𝑝, 𝛼𝛼𝑞𝑞) and dominance (𝛿𝛿𝑝𝑝𝑞𝑞) effects were verified, and the segregation pattern was 
estimated (Gazaffi et al., 2014). The inclusion of cofactors was based on a multiple linear 
regression analysis using stepwise selection based on AIC criteria. For this purpose, we 
considered a maximum of 27 cofactors and a window size of 20 cM. The threshold used for the 
detection of a QTL was calculated using 1,000 permutations and a significance level of 0.05 
(Churchill and Doerge, 1994) and the distribution of the second highest peak for each LG was 
considered (Chen and Storey, 2006). For positions with evidence of putative QTLs, significant 
marginal effects for 𝛼𝛼𝑝𝑝, 𝛼𝛼𝑞𝑞 and 𝛿𝛿𝑝𝑝𝑞𝑞 were verified through the chi-square statistic converted to 
LOD Scores, with a significance level of 0.05. In this step, no corrections for multiple tests were 
considered, as chi-square statistics were performed only in positions with evidence of QTLs and 
not in the entire genome. The proportions of phenotypic variance (𝑅𝑅2) explained by each detected 
QTL were obtained for all of the effects simultaneously. All analyses were performed in the R 
environment (R Development Core Team 2013). 

 
Results 

Linkage map  
 

In total, 140 SSR and 25 AFLP primer combinations were used. We scored 1102 
polymorphic markers in this mapping progeny. Of these markers, 634 (57.5%) were segregating 
in single dose (SD), according to 1:1 (377) and 3:1 (257) proportions. 420 markers (66.2%) were 
linked in 113 LGs, and 214 (33.8%) remained unlinked. The LGs varied in length, from 1.0 cM 
to 142.9 cM, the average length was 39 cM by LG, and the accumulated length was 4370 cM. 
The average distance between markers was 10.7 cM, with an irregular distribution along the 
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chromosomes. Seventeen gaps were observed, ranging from 30 cM to 35 cM. These gaps 
demonstrated that some parts of the genome were partially covered. The final linkage map 
obtained was smaller than the maps constructed for R570 (Hoarau et al., 2001), Q165 (Aitken et 
al., 2005; 2014) and SP80-180 x SP80-4966 (Oliveira et al., 2007), which were 5849 cM, 9058.3 
cM, 9774.4 cM and 6261.1 cM in length, respectively. 

The 113 LGs were used to establish the putative homology groups (HGs), which were 
based on at least one pair of common SSR derived markers due to their co-dominance 
inheritance. In total, 82 LGs were regrouped into 15 putative HGs. Each HG contained between 2 
and 16 LGs (Supplementary Material). The markers were not equally distributed within the 
different HGs, in agreement with Hoarau et al. (2001), Aitken et al. (2005; 2014), Raboin et al. 
(2006) and Oliveira et al. (2007). The largest HG grouped 54 markers distributed along 11 LGs. 
The smallest HG grouped six markers distributed between 2 LGs. The remaining 31 LGs did not 
contain a pair of common SSR derived markers that allowed for assignment into different HGs. 
In some cases, the marker order was maintained between LGs. For example, in HG I, the markers 
scb060 and SMC1047HA on LG 4 were found in the same order on LG 8. In HG III, the marker 
order cv038 and cir012 on LG 29 was preserved in LG 30 and LG 39. In HG X, the marker order 
scb007 and scb043 on LG 69 was preserved on LG 71. Gardiner et al. (1993), Aitken et al. (2005; 
2014) and Oliveira et al. (2007) also reported that marker order was preserved in some LGs that 
belonged to the same HG. 

 
Phenotypic analysis 
 

Different structures for the VCOV matrix were compared in the mixed model analysis, the 
structure with the smaller AIC and BIC values was considered the most appropriate (Table 1). 
For the traits SD, SW and Fiber, the smallest AIC and BIC values resulted in the selection of 
different structures for the 𝐆𝐆M matrix. In this case, the VCOV structure with the smallest number 
of parameters was selected. For SD, SW and Fiber, the best model for the 𝐆𝐆M matrix was the 
Unstructured-Unstructured model based on the direct product of 𝑮𝑮𝑖𝑖 𝐺𝐺 𝑖𝑖𝐿𝐿  and 𝑮𝑮𝑖𝑖 𝐺𝐺 𝑖𝑖𝐻𝐻  matrices for 
the locations and harvests, respectively. For Brix and Pol, the best model was the Unstructured 
model, this model considered the factorial combination of locations and harvests as a specific 
environment. The selected model for SD, SW and Fiber considers that each location and each 
harvest have particular genetic variances and covariances. Likewise, the selected model for Brix 
and Pol allows for a specific genetic variance and covariance for each environment. For all traits, 
the adjusted  𝐑𝐑M matrix (non-genetic effects) was the Identity that takes into account a lack of 
genetic correlation between the location and the harvest. Other structures were not fitted due to 
the non-convergence of parameters in the prediction procedure. Thus, BLUPs were obtained for 
each trait, which allowed for the estimation of genetic parameters (Table 2). 
 Broad-sense heritability coefficients ranged from moderate to high. The coefficients were 
as follows: 76.78 for SD, 69.24 for SW, 59.54 for Fiber, 43.74 for Brix and 45.89 for Pol. 
Heritability estimates were consistent with the coefficient of variation (CV), confirming that the 
field experiments had good controls. The SW trait had the highest CV value, which was 
expected, as SW is highly influenced by environmental conditions. For the other traits, the CV 
values were low. The CV values ranged from 5.40 for Brix to 9.70 for SD. The genetic and 
phenotypic variability coefficients were low for all traits reported.  
 Pairwise correlation coefficients were significant for SD-SW, SD-Fiber, SD-Pol, SW-
Fiber, SW-Pol, Fiber-Brix and Brix-Pol. The greatest significant phenotypic correlation was 
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measured for Brix and Pol (0.91). Intermediate significant phenotypic correlations were reported 
for SD-SW (0.69), SD-Fiber (-0.39), SW-Fiber (-0.25), SW-Pol (0.23), Fiber-Brix (0.22) and 
SW-Pol (0.23). The lowest significant correlation was observed for SD-Pol (0.17). 
 
Table 1 – Different mixed models for the VCOV 𝐆𝐆M matrix and the AIC and BIC values (bold values are 
significant). 

Trait  GM matrix GM matrix(1) AIC criteria BIC criteria 𝑛𝑛 Parameters 

SD   
𝐆𝐆M =  𝑮𝑮𝑖𝑖 𝐺𝐺 𝑖𝑖𝐿𝐿−𝐻𝐻  (a) Id 12480.12 12491.77 1 

  (b) Diag 12461.48 12490.59 4 

  (c) FA1 12260.74 12313.15 8 

  (d) Uns 12185.27 12249.32 10 

 𝐆𝐆M =  𝑮𝑮𝑖𝑖 𝐺𝐺 𝑖𝑖𝐿𝐿 ⊗𝑮𝑮𝑖𝑖 𝐺𝐺 𝑖𝑖𝐻𝐻  (e) Uns x Uns 12194.31 12229.25 5 

      

SW 
𝐆𝐆M =  𝑮𝑮𝑖𝑖 𝐺𝐺 𝑖𝑖𝐿𝐿−𝐻𝐻  (a) Id 11434.12 11445.73 1 

  (b) Diag 11385.78 11414.80 4 

  (c) FA1 11230.84 11283.08 8 

  (d) Uns 11212.33 11276.19 10 

 𝐆𝐆M =  𝑮𝑮𝑖𝑖 𝐺𝐺 𝑖𝑖𝐿𝐿 ⊗𝑮𝑮𝑖𝑖 𝐺𝐺 𝑖𝑖𝐻𝐻  (e) Uns x Uns 11222.14 11256.97 5 

      

Fiber 
𝐆𝐆M =  𝑮𝑮𝑖𝑖 𝐺𝐺 𝑖𝑖𝐿𝐿−𝐻𝐻  (a) Id 4250.95 4261.46 1 

  (b) Diag 4227.33 4253.62 4 

  (c) FA1 4126.75 4174.06 8 

  (d) Uns 4106.58 4164.40 10 

 𝐆𝐆M =  𝑮𝑮𝑖𝑖 𝐺𝐺 𝑖𝑖𝐿𝐿 ⊗𝑮𝑮𝑖𝑖 𝐺𝐺 𝑖𝑖𝐻𝐻  (e) Uns x Uns 4126.86 4158.40 5 

      

Brix 𝐆𝐆M =  𝑮𝑮𝑖𝑖 𝐺𝐺 𝑖𝑖𝐿𝐿−𝐻𝐻  (a) Id 4606.56 4617.07 1 

  (b) Diag 4586.77 4613.05 4 

  (c) FA1 4534.15 4581.46 8 

  (d) Uns 4520.26 4578.09 10 

 𝐆𝐆M =  𝑮𝑮𝑖𝑖 𝐺𝐺 𝑖𝑖𝐿𝐿 ⊗𝑮𝑮𝑖𝑖 𝐺𝐺 𝑖𝑖𝐻𝐻  (e) Uns x Uns - - 5 

      

Pol 
𝐆𝐆M =  𝑮𝑮𝑖𝑖 𝐺𝐺 𝑖𝑖𝐿𝐿−𝐻𝐻  (a) Id 4578.34 4588.86 1 

  (b) Diag 4551.41 4577.70 4 

  (c) FA1 4506.14 4553.45 8 

  (d) Uns 4487.21 4545.03 10 

 𝐆𝐆M =  𝑮𝑮𝑖𝑖 𝐺𝐺 𝑖𝑖𝐿𝐿 ⊗𝑮𝑮𝑖𝑖 𝐺𝐺 𝑖𝑖𝐻𝐻  (e) Uns x Uns - - 5 

(a) Id: Identity model; (b) Diag: Diagonal model; (c) FA1: First-order factor analytic model; (d) Uns: Unstructured model; (e) Uns 
x Uns: Unstructured model for locations and harvests. 

 
Table 2 - Phenotypic correlations between traits, and parameter estimations considering BLUPs for the following 
traits: broad-sense heritability coefficient (ℎ2%); genotypic variance (𝜎𝜎𝐺𝐺2); phenotypic variance (𝜎𝜎𝑃𝑃2); coefficient of 
variation (𝐴𝐴𝐶𝐶%) and mean (µ). 
Trait SD SW Fiber Brix Pol       Parameter SD SW Fiber Brix Pol 
SD 1.000 0.69* -0.39* 0.03 0.17*    ℎ2% 76.78 69.24 59.54 43.74 45.89 
SW  1.000 -0.25* 0.12 0.23*    𝜎𝜎𝐺𝐺2 2.294 1.160 0.221 0.179 0.164 

Fiber   1.000 0.22* -0.07    𝜎𝜎𝑃𝑃2 9.451 6.482 1.172 1.494 1.452 
Brix    1.000 0.91*    𝐴𝐴𝐶𝐶% 9.703 22.623 7.286 5.407 7.428 
Pol     1.000    µ 25.91 9.65 12.92 19.99 14.91 

 *Significance level at 5% (P = 0.05). 
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QTL mapping 
 
 In total, 420 SDMs (1:1 and 3:1) were considered in the QTL mapping procedure. Based 
on the information for these markers, 19 QTLs were detected for SD, SW, Fiber, Pol and Brix. 
These QTLs were based on the CIM approach and the integrated genetic map constructed in this 
study (Table 3, Figure 1). For all of the traits evaluated in plant and ratoon canes, 1,000 
permutation tests were performed, which resulted in LOD Score threshold values of 4.03 for SD, 
4.15 for SW, 4.77 for Fiber, 5.8 for Pol, 6.79 for Brix. QTLs were identified along 14 LGs and 
seven distinct HGs. For all traits, at least one additive or dominance effect was significant. 
Regardless, the majority of QTLs had significant additive effects in both parents. Overall, the 
proportion of phenotypic variance (R2) explained by the QTLs was low, which is expected in 
studies involving sugarcane. The R2 ranged from 0.10% to 6.67%, and the QTLs segregated 
according to ratios of 1:1:1:1, 1:2:1, 3:1 and 1:1. 

QTL mapping for SD identified four QTLs (Table 3, Figure 1) in different LGs. The LGs 
were as follows: 48 (3.46 cM), 68 (17 cM), 71(2 cM) and 87 (15.11 cM), which explains 18.34% 
of the phenotypic variance (R2). The QTL located in LG 87 had the highest observed peak for 
SD, with an LOD Score of 8.517, which explains 4.14% of the phenotypic variance and the QTL 
segregates in a 1:1:1:1 fashion. QTLs in LGs 68 and 71 had a 3:1 segregation pattern. The QTL 
in LG 48 had a 1:1 segregation ratio. The LGs 68, 71 and 48 contributed 5.97%, 2.88% and 
6.67% of the phenotypic variance, respectively, for this trait. For SD, the parent IACSP93-3046 
made the largest contribution to trait variability. The majority of the QTLs had negative effects, 
contributing to a decrease in the SD phenotype. From the four mapped SD QTLs, two had 
significant additive effects for the parent IACSP93-3046 (LG 48 and LG 87), and two had 
significant additive effects for both parents (LG 68 and LG 71). The LG 87, besides presenting 
with a significant additive effect for the parent IACSP93-3046, also demonstrated a significant 
dominance effect. QTLs mapped in LG 68 and LG 71 were located in HG 10. QTLs mapped in 
LG 48 and LG 87 were not assigned to any homology group. 
 Three QTLs were detected for SW. The QTLs were in LGs 35 (7 cM), 72 (47 cM) and 87 
(15.11 cM) and explained 1.11%, 1.78% and 2.85% of the phenotypic variance, respectively. The 
QTLs mapped for SW had predominant significant negative effects. The QTL detected in LG 35 
(HG3) presented the highest LOD Score (6.862), a 1:2:1 segregation pattern, and negative effects 
for SW in both parents. In LG 72 (HG11), a QTL was identified with an intermediate LOD Score 
(6.284). This QTL had a significant positive additive effect for parent IACSP95-3018 and a 
significant positive dominance effect, segregating in a 1:1:1:1 fashion. The smallest LOD Score 
(4.738) was related to the QTL detected in LG 87, in the same position of QTL SD.1. This QTL 
showed only a significant dominance effect, with a 1:1 segregation pattern. 
 Five putative QTLs were identified for fiber content in LGs 15 (3 cM), 31 (33.35 cM), 59 
(14 cM), 72 (85.1 cM) and 110 (9.51 cM). These QTLs account for 6.26% of the phenotypic 
variance (Table 3). The most significant QTL was mapped into LG 15 (HG2), with a LOD Score 
of 8.518. The proportion of the phenotypic variance explained by each QTL ranged from 0.10 
(LG 110) to 2.23 (LG 31). The QTLs located in LGs 31 and 72 had a 1:2:1 segregation pattern. 
The QTLs in LGs 15 and 59 segregated in a 1:1 fashion, and the QTL in LG 110 had a 3:1 
segregation pattern. The majority of the QTLs identified for fiber content had significant negative 
effects. The QTL located in LG 15 had a significant additive effect for IACSP95-3018. The 
QTLs located in LG 31 and LG 72 had significant additive effects for IACSP93-3046. The QTLs 
in LG 59 and LG 110 had significant additive effects for both parents. The QTLs detected in LGs 
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31 and 72 also had significant dominance effects. The QTLs mapped in LG 31, LG 59, LG 72 
were placed in HG 3, HG 7 and HG 11, respectively. The LG 72 also presented with a QTL for 
SW in a nearby region. 
 

 
Table 3 - QTL effects estimated via CIM (SD.; SW.; F.; B. and P. are related to mapped QTLs for SD, SW, Fiber, 
Pol and Brix, respectively. 𝛼𝛼𝑝𝑝, 𝛼𝛼𝑞𝑞 are the additive effects for the parents P (IACSP95-3018) and Q (IACSP93-3046), 
and 𝛿𝛿𝑝𝑝𝑞𝑞 is the dominance effect. R2 is the proportion of phenotypic variance that is explained by each QTL). 

QTL  LG (1) Position (cM)(1) 
LOD(2) 

𝛼𝛼𝑝𝑝 P

(3) 𝛼𝛼𝑞𝑞 P

(3) 𝛿𝛿𝑝𝑝𝑞𝑞 P

(3) Segregation 𝑅𝑅2(%) 

SD.1 87 15.11 8.517 0.159 -0.255 -0.58 1:1:1:1 4.14 

SD.2 48 3.46 6.202 - -0.408 - 1:1 6.67 

SD.3 71 2 5.079 -0.167 0.555 - 3:1 2.88 

SD.4 68 17 3.192 0.939 -0.565 - 3:1 
5.97 

        
18.34 

         

SW.1 35 7 6.862 -0.265 -0.3 - 1:2:1 1.11 

SW.2 72 47 6.284 0.315 0.029 0.547 1:1:1:1 1.78 

SW.3 87 15.11 4.738 0.116 0.06 -0.348 1:1 
2.85 

        6.36 

         

F.1 15 3 8.518 -0.154 - - 1:1 0.56 

F.2 110 9.51 7.305 -0.064 -0.182 - 3:1 0.1 

F.3 59 14 6.845 0.07 -0.158 - 1:1 1.23 

F.4 72 85.1 6.046 -0.028 0.112 -0.115 1:2:1 1.74 

F.5 31 33.35 5.75 0.051 -0.092 0.127 1:2:1 
2.23 

        
6.26 

         

P.1 51 12 8.715 -0.068 0.108 0.057 3:1 1.06 

P.2 26 8.04 7.113 0.118 -0.032 - 1:1 0.25 

P.3 84 22 6.751 -0.113 0.006 0.008 1:1 1.45 

P.4 72 57 6.381 0.054 0.056 0.117 1:1:1:1 
2.77 

        
5.17 

         

B.1 72 85.1 12.259 0.052 0.093 0.149 1:1:1:1 2.26 

B.2 51 21 8.945 -0.073 0.12 0.039 1:2:1 0.91 

B.3 54 14.51 7.14 0.044 -0.02 -0.118 1:1:1:1 
0.53 

              
  3.39 

(1) LG: Linkage Group;  
(2) LOD Score obtained for each trait separately (4.03 for SD, 4.15 for SW, 4.77 for Fiber, 5.8 for Pol, and 6.79 for Brix); 

(3) Bold values correspond to significant marginal effects. 
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Figure 1. QTLs estimated by CIM associated with SD, SW, Fiber, Pol and Brix in a bi-parental 
cross between the elite clone IACSP95-3018 and the variety IACSP93-3046. 
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For Pol, four QTLs (Table 3) were identified in LGs 26 (8.04 cM), 51 (12 cM), 72 (57 
cM) and 84 (22 cM). The proportion of the phenotypic variance explained for all QTLs was 
5.17%, ranging from 0.25% (LG 26) to 2.77% (LG 72) for each QTL. The highest LOD Score 
value (8.715) was related to the QTL detected in LG 51, and this QTL accounts for 1.06% of the 
phenotypic variance. This QTL segregated in a 3:1 fashion and was placed in HG 5. The smallest 
LOD Score (6.381) was noted for the QTL detected in LG 72 (HG11), this QTL had a 1:1:1:1 
segregation pattern. The QTLs mapped in LGs 26 (HG2) and 84 (unknown HG) segregated in a 
1:1 fashion. The parents contributed to the trait variance with significant positive effects. The 
QTLs detected in LG 51 and LG 72 showed significant additive effects for both parents, along 
with significant dominance effects. The QTLs in LG 26 and LG 84 had significant additive 
effects for IACSP95-3018. 

Three QTLs were identified for Brix. The QTLs were in LGs 51 (21 cM), 54 (14.51 cM) 
and 72 (85.1 cM) and were placed in HG 5, HG 6 and HG 11, respectively. The proportions of 
phenotypic variance explained for the QTLs were 0.53% (LG 54), 0.91% (LG 51) and 2.26% 
(LG 72). The QTL in LG 72 showed the highest LOD Score value (12.259) among all of the 
mapped QTLs for all of the evaluated traits. This QTL also showed significant positive additive 
effects for both parents and a dominance effect. The QTL in LG 54 had the smallest LOD Score 
value (7.14) and had a significant additive effect for parent IACSP95-3018 and a significant 
dominance effect. The last QTL detected for Brix was located in LG 51 (LOD 8.945), with 
significant additive effects for both parents. The QTLs in LG 51 and LG 54 had 1:1:1:1 
segregation ratios. The QTL in LG 72 segregated in a 1:2:1 fashion. The QTL placed in LG 72 
was mapped to the same region as the QTL detected for Fiber, at a distance of almost 30 cM to 
the QTL mapped for Pol. 

 
Discussion 
 
 QTL mapping is a useful tool to evaluate genotypes of putative importance for breeding 
programs. The majority of quantitative traits in sugarcane are of complex inheritance. However, 
the successful implementation of QTL mapping results depends on the construction of reliable 
genetic linkage maps. Our genetic linkage map contains 113 LGs and is in agreement with the 
chromosome number expected in modern sugarcane varieties derived from S. officinarum (2n= 
80) and S. spontaneum (2n= 40 – 128). Such modern varieties have an expected genome 
composition made up of approximately 70 - 80% S. officinarum, 10 - 20% S. spontaneum and 5 - 
17% recombinant chromosomes. However, 214 markers remained unlinked. Combined with the 
reduced size of the majority of LGs, with an average length of 39 cM, these results indicate that 
the genetic linkage map is not well saturated. This finding can most likely be attributed to the low 
level of polymorphism found in some regions of the genome of S. officinarum, which 
corresponds to a large portion of the modern sugarcane genome as a consequence of the 
nobilization process (Alwala and Kimberg, 2010). Grivet et al. (1996), Ming et al. (1998), 
Hoarau et al. (2001), Aitken et al. (2005), Oliveira et al. (2007) and Pastina et al. (2012) also 
identified small LGs with few linked markers. Moreover, saturated linkage maps could be 
obtained in sugarcane if molecular markers with higher dosages were considered. These 
multiplex markers, which segregate in 11:3, 13:1, 69:1, 7:1, or 15:1 ratios, are widely distributed 
along the genome. Such markers would likely increase the coverage of the linkage map. 

When only single-dose polymorphisms are considered, gaps are commonly expected. In 
our linkage map, gaps ranging from 30 cM to 35 cM were observed. These values are smaller 
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than 40 cM, as reported by Hoarau et al. (2001) and we observed an increase in the number of 
unlinked markers and a decrease in the number of linked markers per LG. Another possible 
explanation for the large number of unlinked markers is the fact that progeny derived from a 
cross between two commercial varieties were used. This type of progeny has complex meiotic 
behavior, including aneuploidy. In addition, no paring of chromosomes occurs, which may result 
in a large proportion of unlinked markers in the genetic map (Garcia et al., 2006). The alleles 
derived from the same SSR or EST-SSR locus were linked into 113 LGs. In total, 15 HGs were 
identified, which was significantly greater than the expected number of chromosomes for the 
genus Saccharum, which ranges between x = 8 and x = 10 (D’Hont et al., 1998; Irvine, 1999; 
Grivet and Arruda, 2001). Four HGs were formed by only two LGs. The small size of LGs may 
represent chromosome fragments, hindering the correct grouping of HGs. These findings confirm 
that the map is not saturated and reinforces the need  to use multiple dosages markers. 

Because the association between genotype and phenotype in sugarcane is based on trial 
data studies performed at different locations and harvests, it is important to take into account 
appropriate assumptions of variance and covariance matrices for genotype and residual effects 
(Smith et al., 2007). For all of the traits in this study, the fitted VCOV structure for the genetic 
effects matrix was the Unstructured model. This model shows that each interaction, namely the 
genotype-environment interaction (models a-d) (see Table 1 in results) or the genotype-location-
harvest interaction (model e) (see Table 1 in results), is inherent for each combination of the 
location and harvest. Pastina et al. (2012) obtained similar results in their phenotypic analysis for 
different genotypes and yield-related traits in sugarcane. By applying mixed models to trial data 
performed in different environments, it is possible to detect the heterogeneity of genetic variances 
and the correlation between environments (Malosetti et al., 2013), allowing for a more realistic 
understanding of the genotype effects. It is important to consider the plausible correlations in the 
residuals by fitting non-genetic effects via a (co)variance matrix. In this study, only one structure 
for the  𝐑𝐑M matrix was fitted: the Identity model, which considers uncorrelated residuals. We 
believe that the lack of fit is due to the use of only two locations and two harvests. When large 
numbers of combinations between the locations and harvests are used, the (co)variances of 
residuals can be better captured. Analyses that account for the predicted means of different 
environments obtained via BLUPs improve the detection of significant marker-phenotype 
associations along different environments. 

The phenotypic analysis demonstrates through the CV that the field trials had good 
precision and that the environment was controlled with accuracy. CV values ranged from 5.407 
(Brix) to 22.623 (SW). The highest CV among all traits was for SW, a yield related trait that is 
strongly influenced by the semi-perennial nature of sugarcane, where stalk elongation and stalk 
formation occur simultaneously. The heritability coefficients ranged from high values (SD, SW 
and Fiber) to intermediate values (Brix and POL). These results indicate that SD, SW and Fiber 
had larger proportions of genetic variation compared to Brix and Pol and explain the differences 
between the genotypes under study. The pairwise phenotypic correlations performed in this study 
suggest that certain traits, such as Brix-Pol and SW-SD, are highly correlated. Brix and Pol 
measures are obtained from the proportion of sugar in the sugarcane stalks, therefore, high values 
are expected for the significance correlations for these traits. We also observed negative 
significant correlations for Fiber-SD and Fiber-SW. Using the same bi-parental cross described in 
this study, Mancini et al. (2012) reported similar phenotypic correlations among the above traits, 
confirmed a real correlation among these traits for this population. 
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CIM offers several advantages when compared to single-marker and interval mapping 
approaches (Zeng, 1993; 1994; Jansen and Stam, 1994). However, few studies use CIM in QTL 
mapping for yield-related traits in sugarcane (Aitken et al., 2008; Gazaffi, 2009; Shing et al., 
2013). Considering that the CIM methodology was performed along with an integrated genetic 
linkage map and that information about the QTL genotypes was obtained via conditional 
probabilities, the QTL mapping results are more informative. The mapping model presented here, 
proposed by Gazaffi et al. (2014), has proven to be an excellent approach to QTL mapping in an 
outcrossing species. This model considers a full-sib progeny obtained from two non-inbred 
parents. The QTL mapping results provide estimates of the QTL effects, including information 
about the additive effects for both parents and the dominance effects and segregation patterns for 
the mapped QTLs. Using this approach, it is possible obtain the segregation pattern of mapped 
QTLs, including those QTLs located at less informative regions. Furthermore, these results are 
very useful in marker-assisted selection. It is possible to identify alleles influencing increasing or 
decreasing phenotypic trait values. Such information has not been reported in previous studies 
involving outcrossing species. 

The number of detected QTLs was low. Considering the chosen threshold for distinct 
traits, 19 QTLs were identified. These QTLs included four for SD, three for SW, five for Fiber, 
four for Pol and three for Brix. Each QTL was located at a different LG, and each trait was 
considered separately. Intermediate values of estimated heritability coefficients for Brix (43.74) 
and Pol (45.89) may cause a decrease in QTL detection power. Only three QTLs were detected 
for SW. This low number of QTLs can be explained by the high CV value (22.623), as SW is 
strongly influenced by environmental conditions. A better control of environmental variation 
could increase the QTL detection power for SW. A comparison between the sugarcane QTL 
mapping results is difficult due to the choice of different parents during the crossing process, 
different experimental designs, and performance in different environments. However, several 
studies report the detection of a low number of QTLs associated with cane yield and sugar yield 
traits (Sills et al., 1995; Ming et al., 2002a; 2002b; Jordan et al., 2004; da Silva and Bressiani, 
2005; Aitken et al., 2006; Piperidis et al., 2008). By including additional markers as cofactors in a 
mapping model, both the variation associated with QTLs located outside the mapping interval 
and the detection of false-positive QTLs are reduced. It is worth noting that all of the mapped 
QTLs had good performance considering the average of the environments (location 𝑥𝑥 harvest). 
We used BLUPs in the QTL mapping procedure, which prevents us from asserting QTL stability 
across different combinations of environments or locations and harvests. Such claims can be 
based on mapping models that take into account the QTL-location-harvest interaction, as 
suggested by Pastina et al. (2012). 

In the QTL mapping procedure, the genetic predictors were estimated for all of the 
positions along the linkage map. Because we used only SDMs (in 1:1 or 3:1 segregation 
patterns), there is a lack of genotypic information to classify QTL genotypic classes, and this 
limitation that has been previously mentioned by Pastina et al. (2012) and Gazaffi et al. (2014). 
Some genetic predictors could be obtained as linear combinations of others. In this sense, the 
singular matrix of genetic predictors could create problems in the estimation of parameters due to 
the collinearity of the matrix of genetic predictors. For instance, type D1 markers provide 
information concerning the additive effects for the IACSP95-3018 parent, while type D2 markers 
provide information for IACSP93-3046. Only informative contrasts were included in the QTL 
mapping analysis. These occurrences clarify the non-estimate of certain QTL effects on SD.2, 
SD.3, SD.4, SW.1, F.1, F.2, F.3 and P.2 (Table 3). 
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All of the mapped QTLs demonstrated significant additive and/or dominance effects, with 
a predominance of additive effects, indicating the presence of alleles that allow for polymorphism 
in the investigated traits. In particular, these effects were detected in IACSP93-3046, since this 
parent meets the current requirements of breeding programs. Significant dominance effects were 
detected on QTLs SD.1, SW.2, SW.3, F.4, F.5, P.1, P.4, B.1 and B.3. These QTLs assist in our 
understanding of the genetic complexity of sugarcane. The phenotypic variation explained by 
each QTL remained low and in accordance with the expected results for sugarcane. This variation 
ranged from 0.10 (F.2) to 6.67 (SD.2). Due to the high level of polyploidy in sugarcane, low 
effects for the associations between markers and QTLs are expected. Hoarau et al. (2002) 
reported R2 values between 3% and 7%. Aitken et al. (2006) reported variation between 2% to 
8%, and Aitken et al. (2008) reported variation between 2% a 10%. Ming et al. (2002) reported 
on phenotypic variation with a greater influence on the expression of the evaluated traits, which 
ranged from 3.8% to 16.2%. It is likely that the inclusion of more molecular markers, in addition 
to the use of mapping models that consider multiple traits and multiple environments, may 
increase the proportion of phenotypic variation explained by each QTL. 

Information concerning the segregation pattern was estimated only at positions of mapped 
QTLs, and then no multiple correction tests were required. Those QTLs that demonstrated 1:1 
segregation patterns had only one significant effect (𝛼𝛼𝑝𝑝, 𝛼𝛼𝑞𝑞 or 𝛿𝛿𝑝𝑝𝑞𝑞). QTLs with 1:2:1 or 1:1:1:1 
segregation patterns had two significant effects. QTLs with 3:1 segregation patterns, besides 
meeting the assumptions of the hypothesis tests for effects, as described by Gazaffi et al. (2014), 
had all three significant effects. This information helps us understand the behavior of QTL alleles 
in progeny. 

QTL mapping for correlated traits at nearby or common regions within the same LG is 
important for future investigations involving linkage and pleiotropy. SD and SW have significant 
positive correlations, and had two QTLs (SD.1 and SW.3) mapped to the same position at LG 87. 
However, this LG remained unlinked, with no HG. We believe that these QTLs may be 
pleiotropic. Brix and Pol showed high positive phenotypic correlations. Two QTLs, P.1 and B.2, 
were located in the same LG (LG 51). The mapping profiles for these QTLs were similar and 
these QTLs may be pleiotropic. In LG 72, the QTLs SW.2, F.4, P.4 and B.1 were detected in 
nearby regions. SW and Pol and Fiber and Pol were positively correlated, providing evidence of 
pleiotropic QTLs. SW and Fiber had a negative phenotypic correlation. QTLs F.4 and QTL P.4 
were detected on LG 72 and deserve special attention in marker-assisted selection. When the 
positive selection for one of these traits is performed, the other trait will be negatively selected. 
 Genome dissection by QTL mapping in polyploid species such as sugarcane is hindered 
by the small number of markers, the exclusive use of SDMs and the large-scale occurrence of 
unlinked markers, resulting in maps with poor saturation. The absence of inbred lines also 
reduces mapping accuracy. In contrast with SDM, we use mixed models applied to phenotypic 
data, which allowed us to model VCOV structures for genetic effects to predict genotype values 
and avoid the unbalanced data. QTL genotypes were estimated via multipoint conditional 
probabilities. The advantage of this approach is an increase in the statistical power of QTL 
mapping. We also performed a QTL mapping procedure in an integrated genetic linkage map. 
Was considered a CIM approach with the inclusion of additive and dominance effects, enabling 
us to estimate the segregation patterns and linkage phases for all 19 of the mapped QTLs. 
 A recent study claims that the ploidy level of sugarcane ranges between six and 14 (a 
mixed-ploidy). Only 30% of polymorphisms obtained by molecular markers are classified as 
single-dose (Garcia et al. 2013). When molecular markers such as AFLP or SSR are used, it is 
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impossible to determine the ploidy level of all polymorphisms due to the dominant nature of 
these system markers. Using only the SDM to the linkage map construction and QTL mapping in 
sugarcane is uncovered and underestimated. The linkage map construction and QTL mapping 
methodology for outcrossing species were developed based on diploid approaches and do not 
consider information relative to ploidy level and dosage. When information about ploidy and 
multiple dosages are included, the construction of genetic linkage maps in complex species can 
be more realistic. With information concerning multiple dosages is possible to obtain information 
besides obtaining a more saturated genetic linkage map, so the location of QTLs can be more 
precise, QTL effects and segregation patterns and interactions can also be estimated with more 
precision. The development of new approaches that include ploidy and dosage information are 
necessary to better understand the genetic architecture of complex polyploid genomes, such as 
sugarcane. This information can then be used for assisted selection studies. 
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Figura 1. Mapa de ligação de cana-de-açúcar obtido para o cruzamento SP81-3250 e RB925345, 

utilizando microssatélites e SNPs. Os números superiores referem-se ao grupo de ligação (GL) 

que pertencem as marcas. Os números à esquerda são as distâncias em centiMorgans (cM) entre 

as marcas. Os nomes das marcas estão à direita, seguidos pela sigla D1 (presente no genitor 

SP81-3250) D2 (presente no RB925345) ou C (presente em ambos os genitores), todos 

identificando os microssatélites.  
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