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RESUMO

A cana-de-agucar assumiu grande importancia no cendrio econdmico mundial, ndo s6 pela
producdo de agucar, mas também de etanol. Variedades modernas de cana-de-agicar sao
essencialmente derivadas de hibridagdes feitas no inicio do século XX entre duas espécies de
Saccharum, S. officinarum (2n = 80) e S. spontaneum (2n = 40-128), seguidas de
retrocruzamentos dos hibridos com S. officinarum. Devido a poliploidia natural do género e a
aneuploidia das variedades hibridas o estudo citogenético em cana-de-agicar € complexo. O
advento da citogenética molecular, mediante a técnica de hibridizacdo de DNA in situ (FISH e
GISH), vem propiciando avangos no entendimento da organiza¢cdo gendmica de Saccharum e de
géneros relacionados.

O objetivo deste trabalho foi realizar andlises cromossOmicas, de nimero e sitios de
rDNA, nas duas principais espécies do género, S. officinarum e S. spontaneum, € em mais trés
importantes variedades brasileiras, RB72454, RB835486 ¢ RB867515.

Foi possivel confirmar as identidades das espécies S. officinarum (2n = 80) e S.
spontaneum (2n = 64) mediante a contagem do nimero cromossomico. Foram caracterizados,
pela primeira vez, os nimeros cromossomicos das variedades RB72454 e RB835486 2n=112) e
na RB867515 (2n = 110). Através de técnicas de hibridizacdo in situ fluorescente foram
quantificados os sitios de rDNA 45S e 5S. As espécies S. officinarum e S. spontaneum, conforme
ja descrito na literatura, apresentaram 8 sitios de cada locus. As variedades RB72454 e
RB835486 apresentaram 12 sitios de cada locus e a variedade RB867515 apresentou 11 sitios do
rDNA 45S e 9 sitios do rDNA 5S. Os loci de tDNA 45S e 5S encontram-se em grupos
homé(ed)logos distintos e por isso, esses dois genes caracterizam-se dois marcadores
cromossdmicos em Saccharum spp. A localizacdo do locus de rDNA 45S em posicao distinta nos
cromossomos de S. officinarum (terminais) e S. spontaneum (intersticiais), possibilitou a
quantificacdo da contribuicdo dessas espécies, no respectivo grupo homedlogo, para as

variedades RB72454 ¢ RB867515.

Palavras-chaves: Citogenética, cana-de-agticar, cromossomos, hibridizacdo in situ fluorescente,

mapa citogenético.



ABSTRACT

Sugarcane has assumed an eminent position in the world economical scenario, not only
for sugar, but also for ethanol production. Current sugarcane varieties are hybrids from initial
interspecific crosses involving mainly two species of Saccharum, S. officinarum (2n = 80) and S.
spontaneum (2n = 40-128), followed by backcrossing with S. officinarum. Due to the polyploidy
nature of the genus Saccharum and the aneuploidy occurring in the interspecific hybrids, the
cytogenetic study of sugarcane is complex. Moreover, chromosomes are small and
morphologically similar. The molecular cytogenetics, with technique of DNA in situ
hybridization (GISH and FISH), has provided advances in the understanding of genomic
organization of this crop.

The goal of this study was to realize chromosomal analysis, including chromosome
number and sites of TDNA of two species, S. officinarum and S. spontaneum, and of three
Brazilian varieties, RB72454, RB835486 and RB867515.

The identities of the species S. officinarum (2n = 80) and S. spontaneum (2n = 64) were
confirmed counting their chromosome numbers. We also counted the chromosome numbers of
the varieties RB72454 and RB835486 (2n = 112) and RB867515 (2n = 110). Using FISH
techniques, we could quantify the rDNA 45S and 58 sites of all the accesses. S. officinarum and
S. spontaneum, as described in the literature, had 8 sites at each locus. For the varieties RB72454
and RB835486, 12 sites at each locus were detected and for RB867515, 11 sites of rDNA 458
and 9 sites of rDNA 5S were detected. The loci rDNA 45S and 5S are in different
homo(eo)logues groups being thus characterized as two chromosomal markers for Saccharum
spp. Since the rDNA 45S is located in different positions in S. officinarum (terminals) and S.
spontaneum (interstitial), this marker could be applied in the quantification, in this homeologue
group, of the chromosome numbers inherited from S. officinarum and S. spontaneum by the

varieties RB72454, RB867515.

Keywords: Cytogenetics, sugarcane, chromosomes, fluorescent in situ hybridization, cytogenetic

map.
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1. INTRODUCAO

1.1 Aspectos economicos da cultura de cana-de-acicar no Brasil e no mundo

A cana-de-acucar € responsavel por 75% e 30% da produ¢do mundial de actcar e etanol
(Ming et al., 2006).

O Brasil € o maior produtor mundial de agicar (18%), com dominio de 70% do atual
comércio internacional (Licht, 2008). Da safra de 1990/1991 até a safra de 2007/2008 a producao
brasileira de agucar avancou de 7.365.344 para 30.760.165 toneladas (UNICA, 2008). Esse
numero representa um crescimento de aproximadamente 400% no periodo e significa ao pais
hegemonia no comércio internacional, com grandes perspectivas de ampliar essa participacdo
caso haja retirada de subsidios praticados pela Unido Européia para a producdo de acicar
(UNICA, 2005).

Da fermentacdo do agucar pode-se obter o dlcool, sendo este uma das principais
alternativas energética no mundo, principalmente por conta do agravamento da degradacao
ambiental pelo homem, dos perigos iminentes do aquecimento global e dos precos instaveis e
elevados do petréleo (Ortolan, 2006).

EUA e Brasil sdo os maiores produtores de etanol do mundo, responsaveis por 42% e
37% da produc¢do mundial, respectivamente (UNICA, 2008). Embora os EUA tenham atualmente
a maior producdo de etanol do mundo, ela € baseada no uso do milho como matéria-prima. Em
comparacdo com a cana-de-actcar, o milho possui um menor rendimento na produgio de etanol
(aproximadamente 4.000 litros por hectare), além de afetar a disponibilidade de alimentos e de
racdo animal (English et al., 2005). Com rendimento médio de 7.500 litros de etanol por hectare,
a cana-de-acucar € a melhor op¢ao atualmente para producdo deste biocombustivel (Moreira,
2000).

De acordo com a Unido da Industria de Cana-de-actiicar (UNICA, 2009), a exportacdo
brasileira de etanol durante a safra 2008/2009, em volume, aumentou 30% em relagdo a safra
anterior 2007/2008, atingindo quase 5 bilhdes de litros (4.721,9 milhdes de litros). Esse nimero

representa um aumento na exportacdo de aproximadamente 500% desde a safra 2003/2004. Esta
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crescente demanda € resultado tanto da promocdo do uso de biocombustiveis de fontes
renovaveis, quanto das politicas de redu¢do da dependéncia do petréleo proveniente de dreas de
instabilidade politica e da volatilidade de seus precos, exigindo producdo de dlcool combustivel
para os proximos 10 anos estimado em volumes superiores a 200 bilhdes de litros anuais (Annual
Energy Outlook, 2008).

Nos ultimos anos, grupos de pesquisa (publicos e privados) ao redor do mundo estdo
investindo no estabelecimento de tecnologias para a conversao do bagago da cana-de-acticar em
acucares fermentdveis, para producao de mais etanol (Demirbas, 2001). Embora ainda ndo possa
ser aplicada em escala industrial, este tipo de tecnologia tem grande importancia nesse contexto
de crescente demanda (Badger, 2002). Por todos esses motivos o dlcool produzido da cana-de-
acicar é o principal propulsor do setor sucroalcooleiro e atualmente movimenta grandes

montantes de investimentos (Boyle et al., 2008).

1.2 Taxonomia do género Saccharum

A cana-de-agucar pertence ao género Saccharum (referéncia em latim ao acucar), familia
Poaceae e foi descrita taxonomicamente pela primeira vez por Linnaeus em 1753 no livro
“Species Plantarum” (Hitchcock, 1923). Em seu livro, Linnaeus constituiu o género Saccharum
com duas espécies: S. officinarum L. e S. spicatum L.. S. spicatum foi posteriormente transferido
para o género Perotis (P. spicata (L.) T. Durand e H. Durand (Dillon et al., 2007).

Ap6s a inclusdo de dezenas de espécies dentro do género Saccharum, em 1889, Eduard
Hackel incluiu a classificacdo de Linnaeus quatro secdes como subdivisdes do género
Saccharum: EuSaccharum (composta por seis espécies: S. officinarum L., S. robustum Brandes e
Jeswiet. ex Grassl, S. arundinaceum Retz., S. ciliare Andersson, S. narenga (Nees ex Steud.)
Wall. ex Hack. e S. porphyrocoma (Hance ex Trimen) Hack.), Sclerostachya, Eriochrpsis e
Leptosacharum (Rao, 1987).

Em revisado as classificagdes anteriores, Dutt e Rao em 1950, sugeriram a composi¢io do
género Saccharum com cinco espécies: S. officinarum, S. spontaneum, S. barberi (que incluia os

grupos Mungo, Saretha, Sunnabile e Nargori descritos por Barber), S. sinense (que incluia o
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grupo Pansashi) e S. robustum. Outras espécies que estavam descritas como plantas do género
Saccharum foram re-classificadas nas cinco espécies citadas ou em outros novos geéneros
(Erianthus, Narenga e Sclerostachya) (Grassl, 1964). Esta nova caracterizagao foi bem aceita,
principalmente apds os trabalhos de Mukherjee em 1957, mostrando a relacdo filogenética dos
géneros Saccharum, Erianthus secdo Ripidium, Sclerostachya e Narenga, criando a expressao
“Complexo Saccharum” para o grupo dos géneros citados e descrevendo a capacidade destas
espécies em realizar hibridacdes entre si. Posteriormente, o género Miscanthus secao Diandra foi
incluido a este grupo (Daniels et al., 1975).

Apoés todas as revisdes taxonOmicas citadas que ocorreram principalmente durante o
século XX, atualmente a organizagdo taxondmica mais utilizada (ou aceita) descreve a cana-de-
actiicar como membro da familia Poaceae, sub-familia Panicoideae, tribo Andropogoneae; Sub-
tribo Saccharinae, grupo Saccharastrae e género Saccharum (Daniels e Roach, 1987). Ao género
Saccharum incluem-se seis espécies: S. officinarum, S. spontaneum, S. robustum, S. sinense, S.
barberi e S. edule. O “Complexo Saccharum” é constituido pelas espécies que compdem o
género Saccharum juntamente com géneros relacionados filogeneticamente (Erianthus secao
Ripidium; Sclerostachya; Narenga, e Miscanthus se¢do Diandra). As atuais variedades de cana-
de-agucar sao hibridos originados de cruzamentos interespecificos feitos no inicio do século XX
envolvendo principalmente plantas de S. officinarum e S. spontaneum. Estes hibridos s@o citados

como Saccharum spp. (Landell e Bressiani, 2008).

1.3 Origem genética e geografica do género Saccharum

O centro de origem do género Saccharum tem sido reportado por diversos autores, porém
existem incertezas sobre a determinagdo exata desse local. A India, Indonésia, Papua Nova
Guiné, China e ilhas da Polinésia, Fiji e Salomao estdo entre as regides mais citadas. Embora
existam divergéncias em relacdo aos paises, acredita-se que a cana-de-agucar seja nativa do

sudeste da Asia (figura 1) (Mukherjee, 1957).
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Figura 1. Mapa indicando a regido da Indonésia como provavel centro de origem da cana-de-aciicar (circulo

rosa). As principais regiées de cultivo da cana-de-aciicar estao destacadas em cinza. Fonte: Ometto, 1981.

A hipétese de um ancestral comum para os géneros do “Complexo Saccharum”, incluindo
Saccharum, é tida como a mais provédvel (Barber, 1920). Estudos em citogenética para avaliacdo
de progénies de cruzamentos realizados de plantas de S. officinarum e Sclerostachya (plantas que
possuem ndmero cromossomico bdsico x = 10) mostram que cinco dos dez cromossomos bésicos
existentes nas duas espécies sdo comuns, sugerindo a existéncia de um tnico ancestral de nimero
cromossomico basico de x = 5 (Parthasarathy, 1948). Trabalhos semelhantes realizados na
progénie gerada de cruzamentos intergenéricos envolvendo Saccharum, Sclerostachya e Narenga
também sugerem a presenca de um ancestral comum de nimero cromossdmico bdsico x = 5
(Raghavan e Govindasamy, 1956).

Acredita-se que plantas de S. officinarum e S. edule surgiram a partir da sele¢do natural de
populacdes selvagens de S. robustum, e que S. barberi e S. sinense sdo espécies derivadas da
hibridagdo natural de S. officinarum e S. spontaneum. Conforme mencionado anteriormente,
variedades modernas surgiram principalmente da hibridagdao das espécies S. officinarum e S.
spontaneum realizada pelos primeiros programas de melhoramento de cana-de-actcar (Landell e
Bressiani, 2008).

A figura 2 representa esquematicamente a provavel origem e evolucdo das espécies de

Saccharum e das variedades hibridas atuais.
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Figura 2. Esquema ilustrando a provavel histéria evolutiva da cana-de-aciicar. Fonte: modificado de Grivet et
al., 2006.

1.3.1 Saccharum spontaneum L.

S. spontaneum é descrita como uma espécie complexa e altamente polimorfica. A
variabilidade entre as plantas desta espécie é tio grande que somente na India, um dos principais
centros de diversidade, ja sao conhecidos mais de 300 tipos. Plantas de S. spontaneum estao
distribuidas desde o Japdo e Indonésia/Papua-Nova Guiné até o Mediterrdneo e Africa, 8° S a 40°
N a partir da linha do Equador. Formas desta espécie ja foram coletadas em mais de 30 paises
(Argélia, Birmania, Bangladesh, China, Congo, Egito, Ilha de Fiji, fndia, Indonésia, Iraque,
Israel, Japdao, Quénia, Malédsia Cingapura, Ilhas Mauricius, Micronésia, Nova Guiné, Nepal,

Nigéria, Paquistao, Filipinas, Itdlia (Sicilia), Sri Lanka, Suddo, Tanzania, Tailandia, Turquia,
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Turquemenistdo, Uganda e Rissia) (Rao, 1987). A espécie S. spontaneum apresenta duas
subespécies: indicum e aegiptiacum (Pange, 1933).

A espécie possui citétipos com nimero cromossomico dipléide (2n) variando de 40 a 128
com x=8 (ou seja, todos os individuos que compdem a espécie sao de origem polipléide, podendo
ser classificados de pentapldides (cinco cOpias de cada um dos oito cromossomos) até
hexadecapldides (dezesseis copias de cada um dos oito cromossomos). Plantas de S. spontaneum
com 2n=40 sdo encontradas na regido norte da India e h4 hipéteses de sua origem ter ocorrido a
partir da hibridag¢ao natural de plantas de Sclerostachya e Erianthus secao Ripidium (Rao e Babu,
1955).

Plantas de S. spontaneum apresentam alta adaptabilidade, podendo ser encontradas em
diversos ambientes (desertos, baixadas encharcadas, rochas, regides litoraneas etc), altitudes (do
nivel do mar as montanhas do Himalaia) e condicoes climdticas (de regides de clima tropical a
locais de inverno nevado) (Pange e Srinivasan, 1957).

Morfologicamente as plantas podem se desenvolver em pequenas touceiras em forma de
tufo (tipo “capim”) com ou sem colmos ou em touceiras de héabito ereto com colmos de até 2,5 m

de altura e diametro entre 5 a 13 mm (figura 3).
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Figura 3. Dois tipos de plantas selvagens de S. spontaneum. (a) Acesso “SES113A” de S. spontaneum com
touceira de habito ereto; (b) Acesso ‘“Coimbatore” de S. spontaneum com touceira na forma de tufo (tipo

“capim”). Foto (a): Kandasami e Sreenivasan, 1983; (b): Sizuo Matsuoka, 2005.

Os colmos sdo ricos em fibras e sdo pobres no conteido de sacarose. Os internddios dos
colmos sdo normalmente longos e os nds sdo sempre mais estreitos que os internddios. As cores
dos colmos variam em tonalidade de amarelo a verde, de acordo com a planta e/ou estdgio de
desenvolvimento. As folhas variam de quase auséncia de limbo, com apenas a nervura central, até
limbos de 4 centimetros (cm) de largura. Em geral, sdo plantas de grande perfilhamento e
possuem um rizoma vigoroso que se alastra no solo de modo bastante invasivo.

Por toda esta imensa variabilidade, a espécie S. spontaneum € a que mais contribuiu com
caracteristicas de interesse agrondmico (vigor, dureza, perfilhamento, capacidade de rebrota de
soqueira, resisténcia a estresse hidrico e a salinidade, doencgas e pragas) aos programas de
melhoramento genético (Naidu e Sreenivasan, 1987), além de ser uma das principais fontes de
fibra em programas de melhoramento genético que visam o desenvolvimento de variedades com
grande potencial para a producdo de biomassa (Roach, 1977).

Dentre os seus numerosos citotipos destaca-se o citotipo Coimbatore (2n=64). Os
citétipos Coimbatore e Java (2n=112) estdo presentes na base genealdgica de todas as variedades

modernas de cana-de-aguicar (Peixoto, 1988). Barber, em 1921, cruzou a cana nobre Vellai (S.
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officinarum) com uma S. spontaneum local, com 64 cromossomos, denominada S. spontaneum

Coimbatore (Roach e Daniels, 1987).

1.3.2 Saccharum robustum Brandes. e Jeswiet. ex Grassl.

O provavel centro de origem e diversidade dessa espécie € a regidao de Nova Guiné. Uma
das hipdteses para a sua origem € a de que surgiu a partir de hibridagdes naturais de S.
spontaneum (2n=80) com outros géneros (possivelmente Erianthus e Miscanthus) (Daniels et al.,
1975).

Em 1963, Price reconheceu cinco grupos de hibridos para S. robustum, nos quais trés
deles apresentaram numero cromossdomico 2n=60 e os outros dois 2n=80. Posteriormente foi
relatado um sexto grupo, com 2n=114-200 (Price, 1965).

Morfologicamente as plantas de S. robustum sdao extremamente vigorosas formando
touceiras densas com colmos que podem chegar a 10 m de altura e diametro de 20 a 45 mm. As
folhas sdo freqiientemente largas. Assim como em S. spontaneum, as plantas de S. robustum
possuem colmos ricos em fibras e pouca sacarose (figura 4). Sdo freqiientemente descritas como
susceptiveis ao virus do mosaico da cana-de-agucar (Stevenson, 1965 apud James, 2004). Embora
haja interesse potencial na utilizacdo desta espécie em programas de melhoramento genético por
conta do seu grande vigor, hd poucas citagdes da utilizacdo da espécie, exceto nos hibridos
produzidos pelo programa de melhoramento no Havai (Naidu e Sreenivasan, 1987; Roach e

Daniels, 1987).
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Figura 4. Acesso “NG28-289 de S. robustum em banco de germoplasma nos EUA. Foto: Walter Maccheroni,

2005.

1.3.3 Saccharum officinarum L.

Diferentemente das espécies S. spontaneum e S. robustum, a espécie S. officinarum nio é
conhecida no estado selvagem. Embora o centro de origem ndo seja exatamente conhecido,
Brandes (1956) sugere Nova Guiné como o principal centro de diversidade. Dessa regido a
espécie teria migrado para a regido das Ilhas Salomao (8000 a.C.), apds isso mais para o oeste
para a Indonésia, Filipinas, Maldsia (6000 a.C.) e por ultimo migrado para leste na regido da Ilha
de Fiji, Tonga e Samoa indo até o Havai (600 a 1000 d.C.) (Brandes, 1956 apud James, 2004).

A espécie possui nimero cromossdmico 2n=80, com x=10 (ou seja, todos os individuos
que compdem a espécie sdo de origens polipldides, sendo classificados como octapldides, o que
significa ter oito copias de cada um dos dez cromossomos). E a tinica espécie dentro do género

Saccharum em que o niimero cromossomico ndo € varidvel entre os individuos (Price, 1963).
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E conhecida como “cana nobre”, por chamar a atengo pelos seus colmos largos (didmetro
variando de 14 a 46 mm), suculentos, doces (com porcentagem de sacarose entre 7-22%) e
diversidade de cores (figura 5). Geralmente apresenta folhas largas, com limbos de 5 a 7 cm de

largura e touceiras com poucos perfilhos.

Figura 5. (a) Acessos de S. officinarum em um banco de germoplasma na India. (b) Colmos de diferentes
acessos de S. officinarum representando a sua diversidade de cores e formas dos colmos. Foto (a): Walter

Maccheroni, 2005; (b): Sreenivasan e Nair, 1991.

S. officinarum foi a espécie predominantemente cultivada no mundo até o inicio do século
XX. No Brasil a espécie foi introduzida durante o periodo da colonizacdo por Martim Afonso de
Souza em 1532, através de mudas trazidas da Ilha da Madeira, dando inicio ao ciclo do actcar no
Brasil (Figueiredo, 2008).

Enquanto a espécie foi cultivada, variedades de S. officinarum foram selecionadas de
acordo com sua produtividade. A primeira variedade que se tornou conhecida e plantada em

escala mundial foi a variedade “Creoula”, que mais tarde foi considerada um hibrido natural entre
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S. barberi x S. officinarum. Em seguida, surgiu outra variedade denominada de “Otaheite* e que
foi disseminada pelo mundo, recebendo diferentes nomes de acordo com a regido em que foi
cultivada, tais como, Bourbon, Lahaina e Vellai. No Brasil a variedade Caiana, introduzida em
Pernambuco pelos holandeses, destacou-se e foi durante quase 70 anos (1810-1880) a principal
variedade introduzida e reconhecida em substituicio a Creoula (Figueredo, 2008). Desde as
primeiras décadas do século XX essas variedades deixaram de ser cultivada extensivamente no
mundo por susceptibilidade a diversas doencas. Por isso tornou-se a espécie base nos programas
de melhoramento genético, juntamente com S. spontaneum, para a formagdo das atuais
variedades de cana-de-agucar. S. officinarum contribuiu principalmente como fonte genética para
producdo de sacarose, além de outras caracteristicas importantes, tais como colmos suculentos,

boa pureza do caldo e teor de fibra adequado para moagem (Naidu e Sreenivasan, 1987).

1.3.4 Saccharum sinense Roxb. e Saccharum barberi Jeswiet.

Por se tratarem de espécies de morfologia parecida e provdvel origem genética comum, as
duas espécies serdao descritas em um unico tépico.

Embora ndo haja defini¢do segura sobre a origem geogréfica destas espécies, tem-se como
hipétese mais provavel a China e o norte da India como seus centros de origem (Daniels e Roach,
1987).

Trabalhos em citogenética mostram que tanto S. sinense, conhecida com “cana da China”,
quanto S. barberi surgiram da hibridacao natural de S. officinarum com S. spontaneum. S. sinense
possui nimero cromossomico 2n = 116-120 e S. barberi 2n = 81-124 (D Hont et al., 2002).

Assim como S. officinarum, as espécies S. sinense e S. barberi foram espécies cultivadas.
S. barberi foi cultivada de modo mais restrito no norte da India, possivelmente por ser adaptada e
origindria daquela regido. S. sinense foi cultivada em algumas regides do mundo, como Brasil
(por volta de 1860), Ilhas Mauricius (por volta de 1870), EUA e Porto Rico (por volta de 1915).
Ha citagdes indicando tolerancia ao virus do mosaico da cana-de-agicar em S. sinense,
justificando a disseminagdo da espécie da China para as outras regides citadas (Earle, 1919 apud

James, 2004).
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Apresentam colmos finos a médios e, hoje, ndo possui grande interesse no melhoramento
atual, principalmente devido a dificuldade de florescimento e a esterilidade. A figura 6 apresenta

fotos de acessos das duas espécies citadas.

Figura 6. Acesso de S. sinense (a) e S. barberi (b) em banco de germoplasma na India. Foto (a e b): Walter

Maccheroni, 2005.

1.3.5 Saccharum edule Hassk.

Possui centro de origem na regido de Nova Guiné e ilha de Fiji e € freqlientemente citada
como produto de hibridacdo de S. officinarum ou S. robustum com outro género (possivelmente
Miscanthus). Seus citétipos mais freqlientes possuem nimero cromossdmico 2n=60, 70 ou 80,
mas j4 foram relatados cit6tipos com até 122 cromossomos (Rao, 1987).

E uma espécie incomum que tem como principal caracteristica a formagdo de
inflorescéncias abortivas. Dessa forma, ndo ha participacdo de S. edule em programas de
melhoramento. Nas regides citadas como centro de origem, a espécie € cultivada por nativos que

utilizam sua inflorescéncia abortiva (de forma compacta) na alimentacdo (James, 2004).
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1.4 Caracteristicas botanicas de cana-de-acicar

O estudo de caracteres morfoldgicos da cana-de-acgucar se desenvolveu durante a fase de
revisao taxondmica (essencialmente durante o século XX) e o principal trabalho neste assunto é
do botanico Dillewjin, com o livro “Botany of Sugarcane” publicado em 1952 (Scarpari e
Beauclair, 2008).

Espécies de cana-de-agucar sdo perenes na sua forma natural e semiperenes na forma
cultivada, pois exigem novos plantios ap6s algumas colheitas (o nimero de colheitas depende do
local e do manejo utilizado para o cultivo)(Sizuo Matsuoka, comunicacdo pessoal). Geralmente
as espécies e variedades de Saccharum possuem porte grande e sempre se desenvolvem na forma
de touceiras. A parte aérea da planta € formada por colmos (com excecao de algumas plantas de
S. spontaneum), folhas e inflorescéncias. A parte subterranea € formada por raizes e rizomas.

Os colmos sao cilindricos e formados por sucessivos internddios (ou “entrends”) ligados
entre si pelos nddios (ou “nds”). Cada nédio possui uma gema axilar que se dispde de maneira
alternada entre cada internddio. Estas gemas axilares sdo utilizadas no cultivo extensivo para
propagacdo das plantas, e por isso a cana-de-aguicar é freqiientemente descrita como uma cultura

de propagacao vegetativa (figura 7).
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Figura 7. Colmo caracteristico da variedade C062197, com detalhe para o internédio e nédio. Note a

alternéncia da posicao das gemas entre internodios. Foto: Subramanian, 1987.

Apenas na natureza ou para fins de melhoramento genético a cana-de-agucar € propagada
por semente. Internddios, nédios e gemas que compdem um colmo possuem diversidade de cor,

tamanho e forma, variando entre espécies e variedades (figura 8).

26



Nodios

e -
B o, B4 k. o
o 8 R LY pn b i -',.';-'.-" Twall f A 0
FAo S ot i ..'i'-.b :L & ", i 1'., ,f-.‘.-:'i:
RE ol MR W W o F e i
alto constrcto conaoidal oheornidal
Internadios
A, e
Ly AT
' : . '-\.I
i i i ; |
1 £ 4
| !
I 1 i
onay Bty e i Ry gty
i Pilhiai s, f AL R
cilindrico tumescente hobinado
pes I

i e iy
—-I....‘_m-. o et e

Figura 8. Tlustracio representando os tipos de nédios, internédios e gemas observados em Saccharum spp.,

classificados de acordo com a forma. Fonte: Artscchwager e Brandes, 1958 apud James, 2004.

As folhas estdo fixadas a base dos nos e divididas em duas partes: bainha e lamina foliar.
A bainha é a uma regido da folha de formato tubular que envolve o colmo e liga a 1amina foliar
ao nédio (no colmo). A lamina foliar € a regido sustentada pela nervura central que se projeta a
partir da bainha na forma alongada e plana. A lamina foliar pode se manter ereta até o topo,
dobrada ou curva préximo ao topo ou curvada em sua altura média. A bainha pode apresentar

coloracgdo diferente da lamina foliar, além da presenca de pélos (denominados de jogal) e cera. O
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ponto de ligagdo entre a bainha e a 1amina foliar é chamado de colar. O colar é dividido em trés

partes: cotovelo, ligula e auricula. A figura 9 apresenta em detalhe a bainha, colar e ldmina foliar.

1imina foliar

colar

bainha

Figura 9. Folha caracteristica de variedade Co86071, com detalhe para bainha, colar (composto de cotovelo,

ligula e auricula) e lamina foliar. Foto: Adaptada de Subramanian, 1987.

Entre espécies e hibridos hd diversidade de cores, tamanhos e formas para todos os

componentes do colar (figura 10).
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Ligulas
fita crescente deltdide arco asgimétrica asgimétrica
wertical honzontal
Cotovelo Auriculas
lancenlado gola normal transigaon transicao transigaon
retangular Hisgtier e deltcide demtdide  unciforme
degran em degrau degrau caloariforme lanceolada falcada
ciutha CUTV siruoso

Figura 10. Ilustracdo representando os tipos de ligulas, cotovelo e auriculas classificados de acordo com a

forma. Fonte: Artscchwager e Brandes, 1958 apud James, 2004.

A inflorescéncia da cana-de-agtcar € do tipo panicula aberta em forma sagitada (figura
11). As flores que compdem a inflorescéncia sdo muito pequenas. Uma panicula de cana-de-
aclcar possui centenas a milhares de flores e cada colmo pode gerar uma panicula. A flor é
hermafrodita podendo ocorrer autofecundacdo, embora seja rara. O androceu € constituido por
trés estames, portando uma antera cada um. Uma mesma variedade ou planta pode ser utilizada

em cruzamentos como progenitor masculino e/ou feminino (Van Dillewijn, 1952).
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Figura 11. A inflorescéncia da cana-de-acicar. Variedades de cana-de-aciicar florescendo (a) com detalhe

para a panicula em forma sagitada (b). Foto: Hamilton Jordao, 2009.

As raizes da cana-de-acticar sdo do tipo fasciculado e podem ser de dois tipos: raizes
adventicias (para absorc¢ao de dgua no estigio inicial de brotacdo das gemas) e permanentes (para
absorcdo de dgua das camadas mais profundas, sobretudo no periodo da seca e sustentagdo da
touceira ja formada) (Mongelard, 1968; Thompson, 1976).

Rizomas sdo caules subterrineos, espessados, ricos em reservas e de crescimento
horizontal. Assim como nos colmos, os rizomas sdo constituidos de internddios, nddios e gemas
capazes de brotar e formar novos colmos. Os colmos derivados das gemas do rizoma sio
chamados de perfilhos. Cada perfilho comporta-se de modo independente, porém todos possuem
ligacdo entre si, constituindo a touceira. Os primeiros brotos formarao colmos (perfilho primario),
com gemas que formardo novos colmos (perfilho secunddrio). As gemas deste novo colmo
formardao novos colmos (perfilho tercidrio), assim sucessivamente e constituindo a touceira
(figura 12). Na espécie S. spontaneum, o crescimento lateral destes rizomas € bastante vigoroso,
fazendo com que a planta produza muitos perfilhos e seja bastante invasiva. Nas demais espécies
de Saccharum e nas variedades hibridas este crescimento horizontal é menos vigoroso e as

touceiras formadas sdo mais compactas (sendo pouco ou nao invasivas).
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colmn on perfilho prirdrio

- coltno ou perfilho secunddrio

- colmo ou perfilho tercidrio

Nzoma

brotagio dertrada de urna gema

Figura 12. Ilustracao representando a formac¢io de uma touceira de cana-de-agiicar com perfilhos formados a

partir de brotos de gemas presentes no rizoma. Fonte: Artscchwager e Brandes, 1958 apud James, 2004.

As estruturas apresentadas neste topico, por apresentarem variacdes morfoldgicas entre
espécies e hibridos do género Saccharum, sao comumente utilizadas em estudos de taxonomia ou

em descri¢Oes para registro e caracterizacio de novas variedades.

1.5 Origem genética das atuais variedades de cana-de-acticar

No inicio do século XX, pela necessidade de se obter variedades mais resistentes a
diversas doencas (principalmente a uma doenca conhecida como Sereh, na regiio da India e de
Java) e adaptadas a diversas condi¢cdes ambientais, melhoristas dos programas de melhoramento
de cana-de-actcar de Java e da India (Coimbatore) desenvolveram hibridos interespecificos entre
S. officinarum e S. spontaneum. Havia a intencao de solucionar os problemas de susceptibilidade
a doencas e adaptabilidade. Sendo assim, S. officinarum manteria a heranga de riqueza em
sacarose e S. spontaneum acrescentaria a heranca de rusticidade nos hibridos derivados destes

cruzamentos (Ming et al., 2006).
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Uma caracteristica importante deste cruzamento, observada no inicio do século XX, foi a
transmissdo 2n + n para formagdo da progénie interespecifica triploide (F1). Diversos autores
publicaram estudos a respeito desse assunto e a fusdo de dois megdsporos (Narayanaswamy,
1940) ou a formagdo de gametas ndo reduzidos (Bremer, 1959; 1961 e 1963) eram as provaveis
explicagdes para tal ocorréncia.

A progénie destes cruzamentos interespecificos realizaram-se  sucessivos
retrocruzamentos com S. officinarum, na inten¢ao de conservar nos hibridos a riqueza em agucar,
introgredindo-se apenas algumas caracteristicas de rusticidade, originadas de S. spontaneum. O
processo de retrocruzamento com plantas de S. officinarum ficou conhecido como nobilizagao,
em referéncia ao nome dado as plantas de S. officinarum, cana nobre (Arceneaux, 1967). Desta
forma, a maior parte do genoma de um hibrido de cana-de-acticar vem de S. officinarum (80%)
(D’Hont et al., 1996). Depois dos retrocruzamentos com S. officinarum, os hibridos gerados
voltaram a ter capacidade de gerar cruzamentos do tipo n + n. Desde entdo, os hibridos cultivados
até os dias atuais sdo hibridos interespecificos e os programas de melhoramento genético
espalhados pelo mundo desenvolvem novas variedades a partir da hibridacdo dos hibridos
melhorados. Como ja descrito, tanto S. officinarum (2n = 80) quanto S. spontaneum (2n = 40-
128) sdo espécies de origem polipldide. O cruzamento destas espécies com o processo de
nobilizacdo gerou hibridos de origens polipldides de nimero cromossOmico varidvel entre 100 e
130 cromossomos (D Hont et al., 1996).

Outro fator importante que determina a variagdo do nimero de cromossomos em cana-de-
acucar é a freqiiente ocorréncia de aneuploidia (Price, 1957; Price, 1963; Heinz et al., 1971,
Barreto e Simon, 1992). A aneuploidia € comum em espécie de origem polipléide natural e
hibrida (Sybenga, 1992) e casos de instabilidade cromossOmica ocorrem predominantemente em
plantas de origens polipldides com alto nimero cromossomico (Barreto e Simon, 1992).

A figura 13 apresenta um esquema para ilustrar o processo de nobilizac¢do até a formagao

dos hibridos atuais.
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S, officingrum 5, spontaneum

In= 80 2n= G4
naoredugido do
AlEmero ovulo{2n = 80) pdlenin = 32)

Cromossamico i i

L

F1 (hibridos interespecificos)
2n=112

~70% de cromossomos de 5. officinarum
~30%: de cromossamos de 5. spontoneurm

5. officinarum Fi
2n= 80 2n=112
nao reducdo do
numero dvule [2n = 80) pélen (n = 56)
Cromossamico
nobilizacac {1° retrocruzamento)

T

F2
2n=136

~88% de cromossomos de 5. afficinarum
~12% de cromossomos de 5, spontaneum
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S. officinarum
2n=30

naoreducao do
nimero ovulo (2n = 80) pélen(n = 68}
cromossamico
nobilizagdo (2" retrocruzamento)

T

F3
2n=148

~93% de cromossomaos de §. officinarum
~7% de cromossomos de $. spontaneum

1§ l\-, ;

5. officinarum
2n= 80
formacgao de
gametas ovulo(n = 40) palen(n = 74)
hapldides L y )
F4
2n =114
Melhoramento dos
Aneuploidia hibridosinterespecificos

nobilizados

variedades atuais
(2n=100-130 cromossomos)

Figura 13. Esquema mostrando os cruzamentos interespecificos entre S. officinarum e S. spontaneum (a),
formando progénie nobilizada em dois retrocruzamentos com S. officinarum (b, c e d) até a formacao dos

hibridos atuais de cana-de-aciicar. Fonte: Hamilton Jordao baseada em Ming et al., 2006.
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Sendo assim, atuais variedades possuem nimero cromossOmico bastante varidvel, entre
100 a 130 cromossomos, com 80% destes cromossomos derivados de S. officinarum, 10% de S.
spontaneum e 10% dos cromossomos recombinantes entre os dois genomas (figura 14) (D'Hont

etal., 1996).

Polyploidy and Aneuploidy in Sugarcane Varieties

=
s
=

Figura 14. Esquema mostrando a organizacio cromosséomica de um genoma de uma variedade atual de cana-
de-aciicar Em verde estido representados os cromossomos provenientes de S. officinarum. Em vermelho estio

representados os cromossomos provenientes de S. spontaneum. Retirado de Grivet et al., 1996.

1.6 Origem das atuais variedades de cana-de-actcar cultivadas no Brasil

Na década de 1920 a produgdo sucrocanavieira brasileira sofreu uma forte queda por
conta de uma epidemia de mosaico, doenga causada pelo virus do mosaico de cana-de-agicar
(Sugarcane Mosaic Virus SCMV), que resulta em grandes perdas de produtividade (Figueiredo,
2008). Nesse cendrio, e com a introducao das variedades POJ (Java) e Co (Coimbatore) e com o
sucesso relatado no desenvolvimento de novas variedades a partir dos hibridos nobilizados em

outros paises, iniciou-se o programa de melhoramento no Brasil. O Instituto Agrondmico de
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Campinas (IAC) tornou-se pioneiro no melhoramento genético de cana-de-agicar no pais com o
desenvolvimento das primeiras variedades brasileiras, nomeadas de [AC36-25 e TAC47-31
(Figueiredo, 2008).

Posteriormente, um novo programa de melhoramento foi criado na cidade de Campos, no
estado do Rio de Janeiro, produzindo, por volta de 1955, as variedades mais cultivadas da época.
Estas variedades foram nomeadas com o prefixo CB (Campos, Brasil). Na década de 40, uma
grande epidemia de carvao, doenga causada por um fungo, abalou pela segunda vez no século XX
o setor sucrocanavieiro do pais. Durante a década de 50 estes dois programas de melhoramento,
IAC e CB, foram importantes no desenvolvimento de variedades resistentes a esta doenca.

Por volta de 1970 outros dois programas de melhoramento foram criados no pais:
Planalsucar (que originou as variedades com prefixo RB (Republica do Brasil))e do Centro de
Tecnologia Copersucar (que originou as variedades com prefixo SP (Sao Paulo)). O programa
Planalsucar foi transferido em 1992 para um conjunto de Universidades Federais, sendo
renomeado de Ridesa. O Centro de Tecnologia Copersucar foi reestruturado em 2004 e
renomeado de Centro de Tecnologia Canavieira (originando as variedades com o prefixo CTC).
Dentre outros programas importantes que forneceram genitores para os programas brasileiros
estdo o programa CP, Canal Point, da Fléria e o programa L, Lousiana, ambos dos Estados
Unidos da América.

Os programas RB e SP sdo marcos na histéria da canavicultura brasileira, pelo
desenvolvimento de uma série de variedades que ocuparam aproximadamente 90% da area
cultivada até o inicio do século XXI, alavancando a producao de actcar e dlcool combustivel no
pais e posicionando o Brasil como destaque no mundo. Mais recentemente, em 2003, a partir de
investimentos de capital privado, surgiu a empresa CanaVialis S.A como o mais novo programa

de melhoramento genético da cana-de-aguicar do pais.

1.7 Importantes variedades de cana-de-acicar atualmente cultivadas no Brasil

1.7.1 RB72454
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A variedade RB72454, filha da variedade CP53-76 com pai desconhecido, destaca-se por
sua alta adaptabilidade. Apresenta bom desempenho de produgdo em todos os tipos de solo. Por
este motivo ocupou 7,7% da darea cultivada na safra 07/08, sendo a terceira variedade mais
cultivada no Brasil (Censo Varietal 2008/CTC). E uma das melhores opgdes para solos de baixa
fertilidade de textura arenosa. Como caracteristicas principais, além da baixa exigéncia em solo,
podem ser citadas a brotacdo regular, bom perfilhamento, soca regular, porte ereto, alta riqueza
em acucar e maturagdo médio-tardia. Em relacdo as doencgas, a RB72454 ¢ suscetivel as estrias
vermelhas, a podridao abacaxi e a nematdides e intermedidria ao carvao e ao mosaico (Arizono et

al., 2000).

1.7.2 RB835486

A qualidade que mais destaca a RB865486 ¢ sua elevada riqueza em agucar, acrescida de
alta qualidade de caldo. Deve ser preferencialmente colhida de junho a agosto, época em que é
insuperdvel em rendimento industrial. Outro aspecto positivo € sua longevidade de cortes, com
satisfatoria producdo. Mesmo em solos de baixo potencial produtivo, essa variedade apresentou
produtividade 6tima até o quinto corte. A RB835486, filha da L60-14 também com pai
desconhecido, tem sido a variedade com melhor retorno econdmico, constituindo 5,5% da area
cultivada do pais na safra 07/08 (Censo Varietal 2008/CTC).

A maior apreensdo em relagcdo a essa variedade € a suscetibilidade a ferrugem, podendo
haver, neste caso, perda de produ¢do. Outro problema encontrado € o excessivo tombamento em

situacdes de alta produtividade, podendo ocorrer dificuldade na colheita (Arizono et al., 2000).

1.7.3 RB867515

A alta produtividade € a caracteristica que mais destaca essa variedade. Lancada em 1998,

a RB867515 ¢ a variedade mais plantada e mais cultivada atualmente, tendo alcangcado 19,6% do
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total da area de cultivo na safra 07/08 (Censo Varietal 2008/CTC). Sua colheita se d4 nos meses
de agosto a novembro, tornando-a uma variedade médio-tardia.

Filha da RB72454 e com pai desconhecido, a maior preocupagdo em relacdo a essa
variedade € a sua susceptibilidade a estria vermelha, doenca causada por bactéria que reduz a

produtividade do canavial (Arizono et al., 2000).

1.8 Melhoramento genético de cana-de-agiicar

O processo de desenvolvimento de variedades de cana-de-agicar em programas de
melhoramento genético duram, em média, de 8 a 12 anos. Esse processo pode ser dividido em 4
partes:

a) Selecdo dos progenitores.

Neste primeiro momento € fundamental que exista um banco de germoplasma com alta
diversidade genética de acessos (com diferentes hibridos e espécies de cana-de-agtcar) para que
se tenha grande variabilidade de caracteristicas agrondmicas como substrato para se formar

variedades hibridas superiores (Fig. 15).
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Figura 15. Vista aérea do banco de germoplasma da CanaVialis em Maceid, AL, no periodo de florescimento
(abril a junho). Fonte: CanaVialis, 2007.

b) Hibrida¢do dos progenitores e producao de sementes vidveis.

O melhorista, nesta etapa pode utilizar duas estratégias: (i) hibridacao biparental, com a
utilizacdo de apenas dois progenitores no cruzamento, um como masculino e outro como
feminino; ou (ii) hibridacdo multiparental (policruzamento) que utiliza diversos progenitores

masculinos com apenas um feminino (figura 16) (Landell e Bressiani, 2008).
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Figura 16. (a) Campénulas utilizadas em cruzamentos biparentais contendo inflorescéncias de um tnico
progenitor masculino e de um progenitor feminino. Nestas campanulas as flores dos progenitores masculinos
sdo posicionadas acima das flores dos progenitores femininos, para que o poélen caia sobre as flores e fecunde
os 6vulos; (b) Campanula utilizada para policruzamento contendo varias paniculas de diversos progenitores;

(c) grupo de sementes obtidas de uma panicula proveniente de um progenitor feminino. Fonte (a, b e ¢):

CanaVialis, 2007.

A estratégia de policruzamento € bastante utilizada pelos programas de melhoramento de
cana-de-acticar. Variedades cultivadas de grande importancia econdmica atualmente (RB865715,
RB72454, RB835486) sdo derivadas desta estratégia e por este motivo possuem pais
desconhecidos. Essa estratégia é bastante utilizada na cultura da cana-de-acicar devido a
dificuldade que os melhoristas encontram para escolher a combinagdo ideal de progenitores e
obter uma variedade que apresente todas as caracteristicas morfoldgicas e agrondmicas desejadas.
(José Antonio Bressiani — comunicagdo pessoal).

¢) Selecdo na progénie dos melhores individuos de acordo com as caracteristicas
desejadas.
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Este processo tem duragdo de varios anos, pois para que uma planta de cana-de-agicar se
torne uma variedade € necessdrio que ela possua um conjunto de caracteristicas agrondmicas
(aproximadamente 40), tais como resisténcia a vdarias doencas, alto teor de sacarose, bom
perfilhamento, boa plantabilidade, etc. As avaliacdes de todas estas caracteristicas sao processos
extremamente laboriosos e que devem ser executados com grande precisdo e repetidos por varios
anos. Sendo assim, o processo de avaliacdo e selecdo na progénie dos individuos superiores €
realizado ano a ano (cada ano para um conjunto de caracteristicas) até a obtencdo da(s)
melhor(es) variedade(s);

d) Registro da variedade selecionada.

Este processo € importante, pois € o que assegura aos pesquisadores ou instituicdes de
pesquisa em melhoramento o direito de explorar comercialmente as novas variedades
desenvolvidas (Bernet et al., 2003), garantindo a principal fonte de renda a estas instituicdes pelo
recebimento de royalties pagos pelo produtor de acordo com a drea ocupada pela nova variedade

em questdo.

1.9 A citogenética no melhoramento de plantas

Caracteristicas cariotipicas (nimero, forma e tamanho dos cromossomos), padrio de
bandas do DNA no cromossomo, nimero e localizagdo de sitios especificos de DNA nos
cromossomos, além do comportamento dos cromossomos durante os processos meidticos e
mitdticos sdo alguns dos aspectos estudados pela citogenética que contribuem com um conjunto
de informacdes relevantes para o entendimento da planta em si e de seu processo de
melhoramento genético. Além desses aspectos gerais estudos que envolvem a freqiiéncia de
recombinacdo entre genomas homoélogos e homedlogos, deteccdes de anomalias cromossdmicas e
andlises de fertilidade sdo também amplamente aplicados nessa drea (Sybenga, 1992). Mais
recentemente, com o advento do melhoramento genético de plantas através do desenvolvimento
de plantas transgénicas, a citogenética também tem contribuido para a identificacio e

quantificagdo fisicas de transgenes.
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Mapas citogenéticos mostram a posicdo de marcadores genéticos em relagdo a
componentes cromossdmicos como centromeros, telomeros, cromOmeros, heterocromatinas e
regides organizadores do nucléolo (NORs) relacionando dados genéticos e seqiiéncias
moleculares com informagdes morfoldgicas dos cromossomos (Jong et al., 1999; Wang e Chen,
2005).

Em milho (2n = 2x = 20), por exemplo, mapas citogenéticos tém sido construidos através
da visualizacdo de seqii€ncias de DNA em cromossomos mediante a técnica de hibridizacdo in
situ (ISH) e estes t€m sido usados para a detec¢do de aberracdes cromossdmicas, determinacao de
cromossomos aneuploides, deteccdo de variacdoes de seqii€ncias repetitivas e elementos
transponiveis no genoma, andlises do comportamento dos cromossomos durante a meiose €
mitose, localizag¢do de transgenes entre outros (Wang e Chen, 2005; Kato, ef al., 2004). Em trigo
(2n = 6x = 42), mapas citogenéticos de cada grupo homedlogo permitiram estabelecer a sintenia e
colinearidade entre os sub-genomas de trigo e também entre esses sub-genomas € genomas de
outros géneros, incluindo Aegilops, Hordeum, Oryza, Zea e Avena (Gupta et al., 2005). Além
dessas aplicagdes, genes que foram introduzidos em plantas transgé€nicas de trigo puderam ser
localizados fisicamente em seus cromossomos permitindo-se a distincdo do genoma de inserc¢ao.
Plantas transgénicas de triticale e cevada também tiveram seus transgenes localizados através de
técnicas de citogenética (Pedersen, et al., 1997).

Técnicas de hibridizacdes in situ tém sido fundamental para o avango do uso da
citogenética no melhoramento de plantas. A técnica de FISH consiste basicamente no pareamento
de segmentos especificos de DNA ou RNA com uma seqiiéncia complementar no cromossomo,
visando a identificagdo da seqii€éncia e sua localizacdo. Para isso marca-se 0 DNA ou RNA que
serd hibridizado com uma molécula de fécil identificacdo, sendo mais comumente utilizados
fluocromos acoplados a nucleotideos, num processo conhecido como marcagao direta. Ou em um
segundo processo, na marcagdo indireta, emprega-se moléculas marcadoras, como a biotina e/ou
a digoxigenina, que serdo posteriormente ligadas a um fluocromo ou a outro sistema de
coloragdo, permitindo-se, nesse caso, a utilizacdo de sistemas de amplificacdo do sinal (Gerra,
2004). Essa técnica foi utilizada pela primeira vez por Gall e Pardue (1969) para andlises
cromossOmicas e por Buongiorno-Nardeli e Amaldi (1969) em cortes histolégicos.

O processo € muito semelhante para a técnica de GISH sendo o principal diferencial a

natureza da sonda utilizada. Enquanto na FISH utilizam-se seqiiéncias especificas de DNA ou
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RNA, na GISH utiliza-se DNA gendmico digerido (Guerra, 2004). Através do uso de sondas
gendmicas a técnica permite andlises de hibridos interespecificos e estudos evolutivos de diversas
espécies de origem polipldide (Stace e Bailey, 1999 apud Guerra, 2004).

A figura 17 descreve sucintamente a técnica de hibridizacado in situ.
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Figura 17. Principais etapas da técnica de hibridizacio in situ. A marcacio da sonda (a) é feita em paralelo a
preparacao da lamina (b). Em seguida, a sonda e 0o DNA cromossomico sio desnaturados (c, d) e, quando
colocados em contato, a sonda hibridiza in situ (e) com o DNA-alvo. A marcacao da sonda pode ser detectada

por anticorpos ligados a fluocromos (f) e visualizada diferencialmente ao microscopio (g).

1.10 Estudos cromossdomicos em cana-de-agucar

Pesquisas na drea de citogenética vegetal t€ém crescido muito, principalmente nas tltimas
duas décadas, com o desenvolvimento de técnicas de hibridizacdes in situ, FISH e GISH. No
entanto, citologicamente, o género Saccharum tem sido pouco estudado, quando comparado com

outras culturas economicamente importantes como trigo € milho. Dificuldades técnicas, devido
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ao alto nimero cromossdmico € ao tamanho reduzido dos mesmos, seriam as principais
explicagdes para este cenario (D’Hont et al., 2005).

O interesse por estudos envolvendo andlise dos cromossomos de cana-de-aguicar surgiu no
inicio do século XX, juntamente com o inicio dos primeiros programas de melhoramento
genético. A caracterizacdo cromossdmica das principais espécies do género e o entendimento do
processo de nobilizacdo, descrito anteriormente, foram as base dos primeiros trabalhos em
citogenética de cana-de-acucar.

Bremer (1923) descreveu como sendo 2n = 80 e 2n = 112 os nimeros cromossdmicos das
espécies S. officinarum e S. spontaneum, respectivamente. Neste mesmo trabalho iniciaram-se as
primeiras hipoteses da transmissdo 2n+n, caracterizada melhor anos depois, uma vez que o
mesmo autor observou que hibridos F1 provenientes de cruzamentos entre S. officinarum e S.
spontaneum possuiam 2n = 136.

Outros clones de S. officinarum e S. spontaneum foram estudados, caracterizando S.
officinarum como uma espécie com nimero cromossdmico constante (2n = 80) e S. spontaneum
como uma espécie que apresenta varios citétipos, com 2n variando de 40 a 128 cromossomos.
Além dessas espécies, outras espécies do género, S. robustum (2n = 60 e 80), S. sinensis (2n =
80-124) e S. barberi (2n = 111-120) também tiveram seus nuimeros cromossdmicos relatados.
(Price, 1957, Price, 1961; Burner, 1991).

Conforme mencionado anteriormente, o entendimento do processo de nobilizacio fez com
que muitos estudos em citogenética de cana-de-agicar fossem desenvolvidos. Observacao
relevante desse processo foi o fato da transmissdo 2n+n ser mais amplamente observado em
cruzamentos envolvendo S. officinarum e S. spontaneum e mais especificamente, utilizando-se S.
officinarum como fémea (Price, 1957; Price, 1961). E esse comportamento foi observado
somente até o segundo retrocruzamento (Back Cross - BC2), sendo apds este observada a
transmissao n+n (Price, 1963; Kandasami, 1978). Para se entender melhor a formagao de gametas
2n, Narayanaswamy (1940) primeiro reportou que os mesmos eram originados pela fusdo de dois
megasporos. Posteriormente, Bremer (1959, 1961, 1963), aprofundando os estudos de formacgao
do gameta feminino, formulou duas hipdteses para formagdo de gametas 2n, as duas ocorrendo
depois da primeira divisdo da meiose. A primeira hipétese € de que todos 0s cromossomos se
duplicam dentro da regido denominada chalaza e a segunda é de que ocorre uma divisdo dos

cromossomos dentro do nicleo diade, e por conta disso, a segunda divisdo da meiose deixaria de
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ocorrer. Deste modo, provavelmente gametas 2n seriam originados pela endoduplicagdo ou por
fusdo de dois nucleos depois da segunda divisao da meiose (Shipad e Gill, 1985).

A estabilidade meidtica também é objeto de estudos importantes para os programas de
melhoramento de cana-de-acticar. Burner (1991) analisou 31 clones pertencentes ao Complexo
Saccharum utilizados em programas de melhoramento e relatou pareamento bivalente
predominante em todos os clones; no entanto, os clones de Saccharum apresentaram mais
irregularidades na meiose quando comparados com clones dos outros géneros. Em um estudo de
progénies provenientes de cruzamentos entre hibridos de Saccharum spp. e S. spontaneum foi
observado pareamento bivalente predominante, no entanto algumas irregularidades meidticas
(univalentes, pareamento multivalente, multiplos nucléolos, pontes na andfase, retardatdrios,
sincicios), aneuploidia e mosaicismo foram associadas a freqiiente formagdo de gametas
aneupldéides (Burner e Benjamin, 1993).

Variedades hibridas (Saccharum spp. 2n = 100-130) sdo derivadas de cruzamentos
intraespecificos entre S. officinarum (2n = 80) e S. spontaneum (2n = 40-128) (Arceneaux, 1965).
Poucas variedades tiveram, at€ o0 momento, seu numero cromossomico determinado. Isto deve-se
as dificuldades técnicas encontradas por causa do alto nimero de cromossomos e ao seu reduzido
tamanho (1 a 3um) (Ha et al., 1999).

As primeiras variedades hibridas com nidmeros cromossdmicos definidos foram
variedades POJ e Co, com nimeros variando entre 92 ¢ 148 cromossomos (Barreto e Simon,
1982). Jenkin et al. (1995) estudaram as variedades MQ66-14 ¢ 85N904 e obtiveram os nimeros
2n = 112 e 2n = 110, respectivamente. Outra variedade amplamente estudada foi a R570 (2n =
107-115), ndo s6 em estudos citogenéticos mas em estudos genéticos, envolvendo marcadores
moleculares (D’Hont et al., 1996). Cudrado er al. (2004) caracterizaram o nimero cromossdmico
de mais trés variedades, My5514 (2n~103), B42231 (2n~110) e C236-51 (2n~115). Variedades
utilizadas pelo setor sucroalcoleiro brasileiro foram caracterizadas por Kunieda et al. (1984),
TAC4865 (2n = 118) e por Silvarolla et al. (1994), NA56-79 2n=114) e Co419 (2n = 113).

Na década de 90, iniciaram-se os primeiros estudos de citogenética molecular para cana-
de-agucar. Estes estudos visavam determinar o nimero basico das principais espécies do género e
ampliar o conhecimento a respeito da contribui¢io genética dos progenitores em variedades

modernas e espécies hibridas como S. robustum e S. sinensis. O nimero basico das espécies pode

45



ser esclarecido através de experimentos de FISH, utilizando sondas de DNA ribossomais, 45S e
5S, que ja eram amplamente utilizadas em outras espécies como trigo e milho.

Dessa forma determinou-se o nimero basico x = 10 para S. officinarum (2n = 8x = 80) e
S. robustum (2n = 8x = 80), representando um /ocus em oito copias e o nimero bdsico x = 8 para
S. spontaneum (2n = 8x = 64, 10x=80, 12x=96 e 14x=112), representando um locus em oito, dez
e doze copias respectivamente. (D’Hont et al., 1995; D’Hont et al., 1998; H4 et al., 1999). Além
da localizacao dos sitios de DNA ribossonal (rDNA) nas principais espécies do género, Cuadrado
et al. (2004) descreveram o nimero de sitios 45S e 5S em algumas variedades. Nas variedades
My5514 (2n~103) e B42231 (2n ~ 110) foram descritos 10 sitios de cada um dos gene
ribossomais, enquanto que na variedade C236-51 (2n ~ 115) foram descritos 12 copias de cada
um deles. Em todos os casos, estes sitios foram localizados em cromossomos diferentes.

A composicao genética de hibridos de cana-de-acucar pdode ser melhor compreendida
através de experimentos de GISH. Dessa forma determinou-se que em variedades modernas de
cana-de-acticar, como por exemplo, a R570 (2n ~ 115), 10% dos cromossomos sdo provenientes
de S. spontaneum, 80% sao provenientes de S. officinarum e 10% s3ao cromossomos
recombinantes entre os dois genomas, demonstrando a capacidade de recombinagdo entre os
genomas homedlogos (D’Hont et al., 1996). Essa técnica também foi aplicada para determinar a
composi¢do das espécies S. sinensis € S. barberi e confirmou a provdvel origem dessas espécies
descritas como hibridos naturais entre S. offficinarum e S. spontaneum (D’Hont et al., 2002).
Além disso, a técnica de GISH também foi aplicada para analisar a composi¢do genética de

hibridos provenientes de cruzamentos entre Saccharum e Erianthus (Piperidis et al., 2000).
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2. OBJETIVOS

Contribuir com informagdes citogenéticas bdsicas para programas de melhoramento
genético de cana-de-agtcar mediante a:

a) Padronizagdo das técnicas de citogenética para estudos em cana-de-agucar;

b) Confirmagdo, mediante a determinacdo do nimero cromossdmico, da exata
identificacdo das espécies S. officinarum e S. spontaneum;

¢) Quantificacdo dos cromossomos das variedades brasileiras, RB72454, RB835486 e
RB867515;

d) Anadlise e quantificagdo dos sitios dos marcadores TDNA 458 e 58S nas trés variedades e

nas duas espécies citadas acima.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao do material vegetal

Colmos das espécies S. officinarum e S. spontaneum e colmos das variedades RB72454,
RB867515 e RB835486 foram fornecidos pelo banco de germoplasma da empresa CanaVialis
SA. Todos os exemplares fora utilizados exclusivamente para fins de pesquisa cientifica. Os
colmos de cana-de-actcar foram cortados em mini-toletes de aproximadamente 5 cm, regido do
nédio, na qual estd localizada a gema e os primordios radiculares. A figura 8 ilustra o nédio em
cana-de-actcar.

Foram testadas duas condi¢cdes de enraizamento. Na primeira utilizou-se uma caixa
plastica, na qual foram colocados papéis filtro umedecidos com dgua juntamente com 0s mini-
toletes. A caixa foi embalada com plastico preto para evitar a presenga de luz e o conjunto foi
mantido a 38°C por aproximadamente 3 dias.

A segunda condic¢do testada foi similar as condi¢des naturais de enraizamento. Os mini-
toletes foram mantidos em bandejas com substrato, com partes iguais de terra e vermiculita, em
temperatura ambiente (TA) e sob irrigacao por aproximadamente 3 dias.

Ap6s o tempo mencionado as raizes que apresentavam cerca de 1cm foram cortadas com

o auxilio de um bisturi e submetidas aos pré-tratamentos.

3.2 Pré-tratamento e fixacdo do material

As raizes foram submetidas a diferentes tratamentos com agentes anti-mitdticos,
comumente utilizados em técnicas de citogenética, visando-se a melhor condi¢ao de condensacao
e espalhamento dos cromossomos. Os seguintes reagentes foram utilizados, isolados ou
combinados em partes iguais: 8-hidroxiquinolina (8-HQ) (2mM), ciclohexamida (0,009%) e

colchicina (0,1%). Os reagentes foram utilizados em volume suficiente para cobrir as raizes em
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um frasco tipo falcon, de polipropileno. As raizes foram mantidas em diferentes condi¢cdes de
temperatura (4°C, 16°C, TA) com o tempo variando de 3 a 24 horas (h).
Apés o pré-tratamento, as raizes foram fixadas em solucdo Carnoy 3:1 (etanol:acido

acético v/v) em TA, por 24 h e armazendas a -20°C até o seu uso (Silvarolla et al., 1994).

3.3 Preparacdes mitoticas

As raizes armazenadas em fixador a -20°C foram submetidas a trés lavagens com H,O
milli-Q para remocdo do fixador e a mais duas lavagens com tampao citrato de s6dio pH4,8,
visando a adapta¢ao do tecido ao tampao de digestao.

O préximo passo foi a hidrélise enzimatica combinando celulase (Sigma) 2% e pectinase
(Sigma) 20%, podendo variar o tempo de 1 a 3 h de acordo com a resisténcia do tecido. Com o
auxilio de uma lupa pode-se separar o meristema radicular da coifa. A seguir, esse meristema foi
esmagado entre lamina e laminula, em uma gota de 4cido acético 45%. As laminas foram
congeladas em N, para remocdo da laminula e, depois de secas, foram coradas com Giemsa 2%
(Guerra e Souza 2002). Posteriormente, foram observadas ao microscopio de luz objetivando a
determina¢do do nimero cromossOmico. Para os experimentos de hibridizagcdo in situ, apds a

remogao da laminula, as laminas foram armazenadas a -20°C até a sua utilizagao.

3.4 Contagem dos nimeros cromossomicos

Critérios de confiabilidade foram estabelecidos para contagem do nimero de
cromossomos. Os principais critérios foram boa condensacdo cromossdmica e bom espalhamento
cromossdmico e, se possivel, auséncia de citoplasma.

A condensagdo cromossdmica foi critério eliminatério. Os cromossomos precisavam ser
vistos como unidades isoladas e com morfologia bem definida para que a metidfase pudesse ser

selecionada. Apds isso foram analisados os espalhamentos. Uma combinacdo de condensacdo
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cromossOmica e espalhamento fazia com que a metédfase recebesse uma nota de 1 a 3 (regular,
médio e bom), exemplificado pela figura 18. Um dos mais importantes critérios para se
estabelecer essa nota foi o nimero de incertezas, devido a sobreposicdo de cromossomos, que a
metafase apresentava. Dez metdfases com notas 3 ou 2 foram escolhidas para se determinar o
nimero cromossomico de cada variedade. A nota da metdfase foi ponderada com o nimero
cromossOdmico encontrado, ou seja, uma metdfase com 60 cromossomos e nota 3 foi contabilizada
como 3 contagens de 60 cromossomos, enquanto uma outra com 58 cromossomos, € nota 2, foi
contabilizada como 2 contagens de 58 cromossomos.

Os parametros média, desvio padrio, coeficiente de variacdo, moda e amplitude foram

calculados para cada variedade.
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Figura 18. Cromossomos em pré-metafase e metafase mitética da variedade de Saccharum spp. com diferentes

qualidades de preparacoes. (a) Nota 1. (b) Nota 2. (c) Nota 3. Barra = 10pm.
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3.5 Hibridizacoes in situ Fluorescente (FISH)

3.5.1 Preparacdo da sonda rDNA 45S

O fragmento de rDNA 45S (contento as seqiiéncias 28S-5,8S-18S de Triticum aestivum),
clonado em plasmideo pUC18 em Escherichia coli (sonda pTa71, (Gerlach e Bedbrook, 1979) foi
isolado através da metodologia de extracdo de DNA plasmidial (miniprep).

Primeiramente a bactéria E. coli contendo o plasmideo foi inoculada em meio de cultura
LB liquido com 10ug/ml de carbenicilina e mantidas por cerca de 18 h em shaker com agitacao
constante de 0,8g a 37°C. Apds o crescimento da cultura, iniciou-se o processo de extracdo de
DNA plasmidial de acordo com o0s passos seguintes:

(a) 10 ml de cultura foram centrifugados por 6 minutos (min) a 0,8g, e o sobrenadante foi
descartado;

(b) o precipitado foi ressuspendido em 400ul de solugdo I (10mM EDTA pH 8,0; 26mM
tris-HCl, glicose monohidratada 380mM) agitando em vortex e incubado a TA por 10 min;

(c) foram adicionados ao tubo eppendorf 500ul da solucdo II (200mM NaOH; 1% SDS),
misturou-se por inversao e colocando-o em gelo por 5 min;

(d) foram adicionados 300ul da solucao III (acetato de potédssio 3M, pH 5,4), misturados
por inversao e colocou-se no gelo por mais 5 min;

(e) o material, ja lisado, foi centrifugado para separagdo das fases por 10 min a 16100g e o
sobrenadante foi transferido para um novo tubo eppendorf, sendo o restante descartado;

(f) no sobrenadante procedeu-se uma extracio de DNA com fenol/cloroférmio
adicionando-se clorofane (fenol: cloroférmio: édlcool isoamilico, 25: 24: 1), na propor¢do 1:1 e
misturando-se por inversao (20 vezes);

(g) a mistura foi centrifugada por 10 min a 16100g;

(h) o sobrenadante foi transferido com cuidado para um novo tubo e foram adicionados

2ul de RNAse (10mg/ml) e incubados a 37°C por 20 min;
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(1) o DNA foi entdo precipitado com 1 volume de isopropanol gelado e mantido 3 h a -
20°C;

(j) apdés a precipitacdo centrifugou-se por 10 min a 16100g e o sobrenadante foi
descartado; o precipitado foi lavado com 1ml de etanol 70% e centrifugado novamente por 10
min a 16100g;

(1) o sobrenadante foi novamente descartado e o precipitado foi mantido a TA até secagem
do tubo e ressuspendido em 50ul de dgua MilliQ. O DNA foi quantificado em espectrofotdmetro
digital através de medicao direta da absorbancia a 260nm.

A sonda pTa7l foi marcada através da técnica de Nick Translation, utilizando-se o kit
BioNick (Invitrogen) com biotina-14dATP. O DNA obtido através da extracdo plasmidial foi
diluido a uma concentracdo de 1ug/ul. Em gelo seguiram-se os seguintes passos:

(a) adicionou-se a um tubo eppendorf Sul de 10x dNTP Mix, 1ul (1ug) de DNA, 5ul 10x
Enzyme Mix e 34ul dgua MilliQ. Apds adi¢do de todos os reagentes a mistura foi cuidadosamente
agitada garantindo total homogeneidade dos reagentes,

(b) a mistura foi incubada a 16°C por 90 min em termociclador;

(c) o DNA marcado foi submetido a uma precipitacdo com 0,1 volume de acetato de sédio
3M e 2 volumes de etanol absoluto gelado. Esta solucdo foi levemente homogeneizada e mantida
a -20°C por 3 h. Apoés esse tempo centrifugou-se a mistura a 16100g por 10 min, o sobrenadante
foi descartado e o precipitado mantido a TA até total secagem do tubo;

(d) o precipitado foi ressuspendido em 50ul de dgua MilliQ e armazenado a -20°C até a

utilizac¢do na hibridizacao.

3.5.2 Preparacdo da sonda rDNA 5S

A sonda de rDNA 5S foi preparada mediante a Reagcdo da Polimerase em Cadeia
(Polymerase Chain Reaction - PCR). Para isso foi solicitada a sintese de primers (Prodimol) para
amplificacdo do gene ribossomal 5S de cana-de-agucar. As seqiiéncias dos primers foram
baseadas na seqiiéncia do gene ribossomal 5S do genoma de trigo (Triticum aestivum L.) (Cox et

al., 1992).
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Tabela 1. Seqiiéncia dos primers utilizados para amplificacio do gene 5S em cana-de-actcar.

Primer Seqiiéncia
Pl 5'-TGGGAAGTCCT (C/T)GTGTTGCA- 3'
P2 5'- (T/G)T(A/C)G(T/C)GCTGGTATGATCGCA- 3'

Para as reacdes de PCR extrairam-se DNA genomico de folhas de cana-de-actcar pelo
método de CTAB (brometo de cetiltrimetilamdnio). Em tubos eppendorf de 2ml adicionou-se
aproximadamente 100mg de tecido macerado e 700ul de tampao de extracdo (100 mM Tris-HCI
pH 8, 20mM EDTA, 2% CTAB, 1% PVP 40, 1,4M NaCl, 0,3% 2-mercaptoetanol, 50ug RNase
A). A suspensdo foi misturada vigorosamente em vortex e incubada a 65°C por 30 minutos. A
mistura adicionou-se 800uL de cloroférmio/dlcool isoamilico (24:1). Apds centrifugacao
(16100g por 10 min a TA) recuperou-se aproximadamente 450 ul de sobrenadante que foi
transferido a um novo tubo eppendorf. A mistura adicionou-se 450ul de cloroférmio/4lcool
isoamilico (24:1) e aproximadamente 400ul sobrenadante foi recuperado apds centrifugacdo nas
condi¢cdes descritas acima. ApOs agitagdo por inversdo recuperou-se o pellet de DNA por
centrifugacdo (16100g por 5 min a TA). O pellet foi lavado com 1 ml de etanol 70%, seco a TA e
ressuspendido em 50ul de tampao TE (10 mM Tris-HCI pHS8,0, 1 mM EDTA). A concentragdao
de DNA de cada amostra foi quantificada em espectrofotometro NanoDrop™ 8000
(www.nanodrop.com).

Foram utilizados 50ng de DNA gendmico acrescidos de 200uM de cada primer, 200uM
de ANTP mix e 1x PCR tampao de reacao (10mM Tris-HCI, pH8,3, 50mM KCI, 1,5mM MgCl,).
A amplificacdo foi realizada em termociclador GeneAmp 9700 (Applied Biosystems) com a
seguinte programacdo: desnaturagdo inicial de 5 min a 94°C; 35 ciclos de 94°C por 30 segundos
(seg), 55°C por 30 seg e 72°C por 30 seg; e extensdo final de 72°C por 10 min. O produto de
amplificacdo foi separado em gel de agarose 1% em tampao TAE 1x (Tris-Acetato-EDTA) a 90
V por 1,5 h.

Ap6s confirmacgdo da amplificacdo do gene 5S em cana-de-aguicar utilizou-se 0 mesmo
par de primer para proceder a marca¢cdo da sonda, também por PCR. Nesse caso foi utilizado o
Kit PCR DiG probe Synthesis (Roche). Para o mix de reagdo foram acrescentados 50ng de DNA,
200uM de cada primer, 1x tampao de reacdo PCR (10mM Tris-HCI, pH8,3, 50mM KClI, 1,5mM
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MgCl,) e 0,1 volume de PCR DIG Probe Synthesis Mix (2mM dATP, 2mM dCTP, 2mM dGTP,
1,3mM dTTP, 0,7mM DIG-11-dUTP). A amplificacao foi realizada em termociclador Gene Amp
9700 (Applied Biosystems) com a seguinte programacao: desnaturacdo inicial de 5 min a 94°C;
35 ciclos de 94°C por 30 seg, 55°C por 30 seg e 72°C por 30 seg; e extensdo final de 72°C por

10 min.

3.5.3 Hibridizacao in situ fluorescente

A aplicacao da FISH seguiu a metodologia descrita por Schwarzacher e Heslop-Harrison
(2000) com algumas modificacdes. De maneira geral a utilizacdo da técnica foi feita em 4 etapas
descritas a seguir:

a) Tratamento das laminas e hibridizacao in situ

As laminas foram tratadas com 50ul RNAse A (100ug/ml) pH 7,0 a 37°C por 1 h e
posteriormente lavadas em 2xSSC (0,3M cloreto de sédio, 0,03M de citrato de soédio, pH 7,0) por
10 min sob agitacdo. As laminas foram entdo tratadas com paraformaldeido 4% por 10 min e
posteriormente lavadas novamente com 2xSSC por 10 min sob agitacao.

Entdo as laminas foram submetidas a desidratacdo com série alcodlica (etanol 70% por 5
min e etanol absoluto por mais 5 min) e secas em TA.

Paralelamente foi preparada a mistura de hibridizacdo composta de formamida 50% (v/v),
dextrano sulfato a 10%, 2xSSC 50% (p/v), 100ng de sonda marcada, 10ug de DNA de esperma
de salmdo como DNA bloqueio, SDS 1% (p/v). A mistura de hibridizacdo foi previamente
desnaturada por 10 min a 70°C e mantida em gelo até a sua utilizacao.

Foram adicionados 30ul da mistura de hibridizacdo sobre cada lamina e a mesma coberta
com laminula. Estas foram mantidas em termociclador em ciclos de 10 min a 90°C, 50°C e 38°C.
A seguir, as 1aminas foram mantidas em estufa a 37°C por no minimo 18 h, em camera timida e
no escuro.

b) Banhos p6s-hibridizagdes
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Os banhos p6s hibridizagdes foram realizados com 2xSSC por 5 min a 42°C, formamida
20% em 0,1xSSC a 42°C por 10 min, 0,1xSSC a 42°C por 5 min, 2xSSC a 42°C por 5 min,
4xSSC/Tween 20 0,2% a 42°C por 5 min e 4xSSC/Tween 20 0,2% a TA, todos sob agitacao.

¢) Deteccao da hibridizacao

As laminas foram primeiramente tratadas com 50ul BSA 5% por 5 min; posteriormente,
foram adicionados 50ul da solu¢do de deteccdo por lamina, contendo lul de avidina-FITC
(2mg/ml) ou 1ul de anti-digoxigenina-Rodamina (0,2mg/ml) mais 49ul BSA 5% e cobertos com
laminula. As laminas foram mantidas no escuro em camera imida por 1 h. Apds o tempo de
deteccao as laminas foram lavadas duas vezes com 4xSSC por 10 min cada, também no escuro e
sob agitagdo.

d) Coloracdo

Sobre as laminas foram aplicados 25ul de solucdo de coloragdo de iodeto de propideo
3ug/ml (Sigma) ou 4,6-diamino-2-fenil indol 6ug/ml (DAPI/Sigma). A solu¢do permaneceu
sobre a lamina por 10 minutos e apds isso foi feita uma lavagem com 4xSSC/Tween 20 0,2% a
TA. Ap6ds essa lavagem acrescentou-se em cada lamina 25ul de Vectashield Mouting Medium
(Vectorlabs), cobrindo a preparacdao com laminula de vidro. As mesmas foram mantidas a 4°C até

o registro dos resultados.

3.6 Registros dos resultados

As preparacOes cromososOmicas, obtidas pela técnica de coloragdo convencional e de
hibridizac¢do in situ, foram analisadas em fotomicroscépio de fluorescéncia Olympus, modelo
BX51. Os resultados foram registrados pela captura de imagens com camera digital refrigerada

acoplada ao fotomicroscopio, mediante o uso do programa Pro-Image-Plus 6.0.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtencao dos colmos, enraizamento e preparacoes citologicas

Nos dois experimentos montados para se obter o enraizamento dos mini-toletes, apds trés
dias foi possivel coletar raizes do tamanho esperado (aproximadamente 1 cm de comprimento).

No entanto, no primeiro experimento (germinado a 38°C em caixa tmida) as raizes
obtidas apresentaram-se mais limpas e flexiveis do que no segundo (substrato em condig¢des
naturais, sob irrigacdo). A auséncia de residuos de substratos (e contaminantes) € desejavel
durante as etapas de pré-tratamento, fixacdo e preparacao citolégica. A auséncia de substrato no
enraizamento impde menos resisténcia durante o crescimento da raiz, o que provavelmente faz
com que o tecido seja menos rigido, caracteristica favordvel a digestdo. Testes preliminares
fizeram com que padronizdssemos o método para enraizamentos dos colmos em caixa imida a
38°C neste estudo.  Entre os agentes testados no pré-tratamento, tanto as combinagdes de 8-HQ
com ciclohexamida e colchicina, como o uso de 8-HQ isolado demonstraram bons resultados. O
tempo do tratamento e a temperatura também foram fatores varidveis. A tabela 2 resume os

melhores pré-tratamentos obtidos e aplicados nas espécies e variedades estudadas.

Tabela 2. Melhores pré-tratamentos estabelecidos para espécies e variedades de cana-de-aciicar em estudo.

S. spontaneum 8HQ 2mM por 3 ha TA

S. officinarum 8HQ 2mM por 3haTA

RB72454 8HQ 2mM:colchicina 0,1%: ciclohexamida 0,009% por 6 h a 16°C
RB&35486 8HQ 2mM:colchicina 0,1%: ciclohexamida 0,009% por 6 hs a TA
RB&67515 8HQ 2mM:colchicina 0,1%: ciclohexamida 0,009% por 7 h a 16°C

Silvarolla et al. (1994) também obtiveram resultados similares com a combinacdo de
agentes no pré-tratamento. A combinacdo de 8-HQ 2mM mais ciclohexamida 0,009% foi a

melhor op¢do encontrada por estes autores para a variedade NA56-79, enquanto a combinagao de
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ciclohexamida 0,007% mais a-bromonaftaleno 2% e DMSO mostrou-se mais eficiente para a
variedade Co419 (Silvarolla et al., 1994). Em nosso estudo pode-se observar que nas anélises das
variedades, que possuem maior nimero de cromossomos, a combinacdo de 8HQ, ciclohexamida
e colchina foi mais eficiente do que o uso de 8HQ isolado. Para as espécies, com uma menor
quantidade de cromossomos, somente a 8HQ j4 foi eficiente para a obtencdo de metifases bem
condensadas.

A colchicina e a 8-HQ sao inibidores de fuso mitético. Segundo Sharma e Sharma (1980),
seu principio de acdo baseia-se na alteracdo da viscosidade do citoplasma que leva a destrui¢do
do mecanismo de formacdo do fuso, de modo a permitir que os cromossomos fiquem livres e
espalhados durante o processo de preparo da lamina. Além disso, o agente confere aos
cromossomos um grau de condensacdo adequado a manutencdo de morfologia nitida. A
ciclohexamida, cujos efeitos sobre a mitose foram registrados por Wilson (1950), inibe a sintese
protéica em eucariotos e, particularmente em cana-de-agicar, provoca a contragdo dos
cromossomos tanto em préfase como em metdafase (Tlaskal, 1980). Essa caracteristica é
especialmente vantajosa para espécies com grande nimero de cromossomos, pois na profase o
fuso ainda nao estd perfeitamente organizado, permitindo melhor dispersao dos cromossomos.

A condicdo de hidrélise em cana-de-agicar mais adequada, aqui estabelecida, mediante
digestdo enzimadtica com celulase (Sigma) a 2% e com pectinase (Sigma) a 20%, a 37°C, durante
1 a 3 h, coincide com a sugerida em protocolos de preparacdo cromossOmica rotineiros em
diversas espécies (Guerra, 2002). Nesta etapa objetiva-se o rompimento da parede celular de
forma a propiciar condicdes adequadas para o espalhamento cromossdmico (Guerra, 2002). Além
de possibilitar a contagem cromossdmica, ou se chegar ao nimero mais preciso possivel (devido
a grande quantidade de cromossomos em cana-de-agucar), essa etapa da técnica ¢ fundamental

para o sucesso da aplicacdo da técnica de hibridizacdo de DNA in situ (Guerra, 2004).

4.2 Caracterizacao cromossomica das espécies S. officinarum e S. spontaneum

O numero modal cromossomico encontrado para a espécie S. officinarum foi 2n = 80,

confirmando o nimero ja descrito para essa espécie e assim sua identidade (Bremer, 1923 e
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D’Hont et al.,, 1998) (Fig.20). Ja para a espécie S. spontaneum, que apresenta citétipos com
variacdes de 2n = 40-128 (Roach e Daniels, 1987), confirmamos que o citétipo presente no banco
de germoplasma em questdo possui 2n = 64 como ndmero mais frequente, tendo o mesmo
ndimero cromossdmico que o citétipo Coimbatore amplamente utilizado no inicio dos
cruzamentos para o melhoramento genético de cana-de-acucar (Fig. 21). As amplitudes
encontradas nesses resultados foram h = 4 para S. officinarum, com variagdes de 76 a 80
cromossomos e de h = 6 para S. spontaneum, com variacdes de 61 a 67 cromossomos. As médias
encontradas para ambas as espécies, considerando-se o desvio padrdo, corrobora com a moda. No
entanto, observamos para ambas as espécies o valor da média menor do que o valor da moda, o
que poderia facilmente ser explicado considerando-se a técnica de contagem cromossomica. Nas
variagdes encontradas durante uma contagem cromossOmica a mais comum € a sobreposi¢ao de
Ccromossomos, variacao esta que ocasiona na nao contagem de todos os cromossomos, fazendo
com que o nimero observado seja menor do que o esperado. Os coeficientes de variacdo
apresentaram-se proximos indicando variagdes similares nas duas andlises. Considerando todos
os parametros analisados, serdo utilizados os valores da moda como 2n de cada variedade.

Todas as contagens obtidas podem ser visualizadas nos graficos da figura 19 e todos os

parametros das contagens cromossdmicas estdo descritos resumidamente na tabela 3.

Tabela 3. Nimeros cromossomicos em espécies e variedades de cana-de-actcar.

Variedade Amplitude Desvio padrao  Coeficiente
(h) ’ (o) variacao

S. spontaneum 64 6 (61-67) 63,87 1,57 2,47%

S. officinarum 80 4 (76-80) 78,71 1,49 1,89%
RB72454 112 8 (108-114) 111,60 1,57 1,40%
RB835486 112 15 (101-116) 109,76 4,20 3,82%
RB867515 110 9 (105-114) 110,35 2,37 2,14%
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S. spontaneum

In=61 In=61 In=63 In=64 In=63 In=66 In=67

B Contagens

S. officinarum

In=T6 In=77 In=78 In=79

In=%0
B Contagens

Figura 19. Contagens cromossomicas obtidas para as espécies S. spontaneum e S. officinarum.

Figura 20. Cromossomos em metafase mitética da espécie Saccharum officinarum (2n = 80) Barra = 10um.
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Figura 21. Cromossomos em metafase mitotica da espécie Saccharum spontaneum (2n = 64). Barra = 10um.

Quanto ao tamanho dos cromossomos observou-se uma variagdo de 1,2 a 3,2um na
espécie S. officinarum e de 1,3 a 3,8um na espécie S. spontaneum. Ha et al., (1999) estudaram os
cromossomos de S. spontaneum e relata variagdo de tamanho de 1 a 3um, muito similar a
encontrada neste estudo. Quanto a posicdo dos centrdmeros 0S cromossomos nessas espécies,
estes apresentam-se em sua maioria metacéntricos e submetacéntricos, dados que também
corroboram com o ideograma construido para S. spontaneum (Ha et al., 1999).

S. officinarum (2n = 80) e S. spontaneum Coimbatore (2n = 64) estdo presentes na base
genealdgica de todas as variedades modernas de cana-de-actcar (Peixoto, 1988). Atualmente os
programas de melhoramento de cana-de-agucar t€ém adotado a estratégia de refazer os primeiros
cruzamentos, realizados no inicio do século XX, entre S. officinarum e S. spontaneum, dessa vez
direcionando o processo de sele¢do para caracteristicas relacionadas com o aumento de biomassa.

Por este motivo, a importancia de se identificar corretamente os acessos descritos como
sendo as espécies S. officinarum e S. spontaneum. Baseado em dados j4 descritos na literatura, o
nimero de cromossomos ¢ uma das ferramentas disponiveis para essa identificacdo. Com os
nimeros cromossomicos obtidos confirmou-se que os acessos aqui estudados sdo representantes

das espécies S. officinarum (2n = 80) e S. spontaneum (2n = 64), conforme o esperado.
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4.3 Caracterizacao cromossémica das atuais variedades de cana-de-acgtcar

Atualmente, as variedades RB72454, RB&835486, RB867515 estao entre as cinco
variedades mais importantes para a cultura canavieira no Brasil. Hoje, juntas, ocupam 32,8% da
area cultivada no Brasil. Além disso, essas variedades fazem parte das bases de progenitores dos
atuais programas de melhoramento de cana-de-agtcar no Brasil.

Foram obtidos como nimero modal 2n = 112 para a RB72454 e RB835486 (Fig. 22 e 23,
respectivamente) e 2n = 110 para a RB867515 (Fig. 24). Os parametros amplitude, média, desvio
padrao e coeficiente de variagdo para cada andlise estdo descritos na tabela 3. Mais uma vez foi
observado para as variedades RB72454 e RB835486 valores da média menores do que a moda e
esse fato justifica-se pelas dificuldades na contagem de todos os cromossomos, devido as
sobreposi¢cdes cromossomicas. De qualquer forma, considerando-se os valores de desvio padrao
calculados os valores das médias corroboram com os valores das modas. As variagdes
encontradas nos resultados, demonstradas pela amplitude e coeficiente de variagdo, sdo
justificaveis para a técnica aqui utilizada. Todas as contagens cromossomicas obtidas podem ser
visualizadas nos graficos da figura 25.

Os cromossomos apresentam-se, em sua maioria, metacéntricos e submetacénctricos com
tamanhos variando de 1,3 a 4,1um. A variedade RB72454 possui cromossomos de 1,5 a 3,8um, a
variedade RB835486 de 1,8 a 3,8um enquanto que a variedade RB867515 possui seus
cromossomos variando de 1,3 a 4,lum. Relatos da literatura a respeito de tamanho dos
cromossomos de cana-de-aguicar indicam uma variacao de 1 a 3um para a espécie S. spontaneum

(Haet al., 1999).
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Figura 22. Cromossomos em pré-metifase mitética da variedade de Saccharum, RB72454 (2n = 112). Barra =

10pm.

Figura 23. Cromossomos em metafase mitotica da variedade de Saccharum, RB835486 (2n = 112). Barra =

10pm.
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Figura 24. Cromossomos em metafase mitotica da variedade de Saccharum, RB867515 (2n = 110). Barra =

10pm.
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Figura 25. Contagens cromossomicas obtidas para as variedades RB72454, RB835486 e RB867515.

Variedades modernas de cana-de-actcar possuem 2n = 100 a 130 cromossomos e sdo

provenientes de cruzamentos interespecificos, realizados no inicio do século XX, entre S.
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officinarum e S. spontaneum (D’Hont et al., 1996). As primeiras variedades hibridas com
ndmeros cromossomicos determinados foram variedades POJ e Co, com ndmeros variando entre
115 e 124 cromossomos (Barreto e Simon, 1982). Jenkin et al., (1995) quantificaram os nimeros
cromossdmicos para a MQ66-14 e 85N904 e obtiveram 2n = 112 e 2n = 110, respectivamente.
Outra variedade amplamente estudada foi a R570 (2n = 107-115), ndo s6 em estudos
citogenéticos mas também em estudos genéticos, envolvendo marcadores moleculares (D’Hont et
al., 1996). Cuadrado et al. (2004) caracterizaram o numero cromossOmico de mais trés
variedades, My5514 (2n ~ 103), B42231 (2n ~ 110) e C236-51 (2n ~ 115). Variedades utilizadas
pelo setor sucroalcoleiro brasileiro foram caracterizadas por Kunieda et al. (1984), IAC4865 (2n
= 118) e por Silvarolla et al. (1994), NA56-79 (2n = 114) e Co419 (2n = 113). No entanto,
somente a IAC4865 é uma variedade brasileira, sendo a NA56-79 uma variedade argentina e a
Co419 proveniente do programa de melhoramento de Coimbatore/India. Com as caracterizacdes
aqui apresentadas ampliam-se os dados referentes as variedades brasileiras, de uma para quatro
variedades caracterizadas. Variedades brasileiras de cana-de-actucar caracterizadas até o momento

possuem de 110 a 118 cromossomos.
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Tabela 4. Niimeros cromossomicos descritos para variedades de cana-de-agicar (Saccharum spp.).

Variedade Nimero cromossémico Referéncia
POJ 2878 2n=117-124 Barreto e Simon, 1982
POJ 2725 2n =92-108 Barreto e Simon, 1982
Co281 2n=115 Barreto e Simon, 1982
MQ66-14 2n=112 Jenkin et al., 1995
85N904 2n =110 Jenkin et al., 1995
R570 2n =107-115 D’Hont et al., 1996
My5514 2n ~ 103 Cuadrado et al., 2004
B42231 2n ~ 110 Cuadrado et al., 2004
C236-51 2n~ 115 Cuadrado et al., 2004
IAC4865 2n=118 Kunieda et al., 1984
NAS56-79 2n=114 Silvarolla et al., 1994
Co419 2n=113 Silvarolla et al., 1994
SP80-180 2n = 105-106 Oliveira, 2006
SP80-4966 2n = 106-108 Oliveira, 2006
F1 28 2n = 105-107 Oliveira, 2006
F1 44 2n =104 Oliveira, 2006
RB72454 2n=112 Neste estudo
RB835486 2n=112 Neste estudo
RB867515 2n=110 Neste estudo

4.4 Caracterizacao dos sitios de DNA ribossomal 45S e 5S nas espécies e variedades

hibridas de cana-de-acucar

Os resultados observados no presente trabalho confirmaram os ndmeros de sitios de
rDNA 45S e 5S ja descritos para S. officinarum (2n = 80) e para S. spontaneum (2n = 64),
apresentando ambas as espécies oito sitios tanto de rDNA 45S quanto de 5S (Fig.26, tabela 5)
(D Hont et al., 1996).
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Figura 26. Sitios de rDNA em cromossomos de S. officinarum (2n = 80) com (a) sonda rDNA 45S marcada
com FITC, 8 sitios e (b) sonda rDNA 5S marcada com rodamina, 8 sitios; e S. spontaneum (2n = 64) com (a)
sonda rDNA 45S marcada com FITC, 8 sitios e (b) sonda rDNA 5S marcada com rodamina, 8 sitios. Os
cromossomos foram contra-corados com (a e c) iodeto de propideo e (b e d) DAPI. Todos os sitios estido

indicados por setas. Barra = 10pm.

As caracterizacdes dos nimeros de sitios dos genes ribossomais 45S e 5S nas variedades
RB72454, RB835486 e RB867515 sao inéditas. Foram quantificados 12 sitios de cada gene nas
variedades RB72454 (Fig. 27) e RB835486 (Fig.28) (2n = 112) e 11 sitios do gene 45S mais 9
sitios do gene 5S na variedade RB867515 (Fig.29) (2n = 110). Os dados sugerem que parte da
variacdo do numero cromossOmico encontrada na variedade RB867515 (possuindo dois
cromossomos a menos que as outras variedades estudadas) esteja relacionada aos grupos
homé(ed)logos que contém o gene 45S e/ou 5S, que serdo aqui denominados GH45 e GHS. Esses

dados poderdo ser melhor elucidados quando obtivermos um marcador cromossdmico para cada
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grupo homo(éo)logo e assim, através de hibridizacOes in situ, compararmos o numero de copias
de todos grupos homé(ed)logos em cada variedade. Todos os numeros obtidos estdo descritos na

tabela 5.

Tabela 5. Nimeros e caracteristicas dos sitios rDNA 45S e 5S descritos para espécies e variedades de cana-de-

aciicar.
Variedade 2n Sitios rDNA  Posicdo  dos Sitios rDNA  Referéncia

sitios 45S 58
S. spontaneum 2n = 64 8 intersticiais 8 D’Hont et al., 1996; 1998.
S. officinarum  2n = 80 8 terminais 8 D’Hont et al., 1996; 1998.
My5514 2n~103 10 - 10 Cuadrado et al., 2004.
B42231 2n~110 10 - 10 Cuadrado et al., 2004.
C236-51 2n~115 12 - 12 Cuadrado et al., 2004.
S. spontaneum 2n = 64 8 - 8 Neste estudo
S. officinarum  2n = 80 8 - 8 Neste estudo
RB72454 2n=112 12 8 terminais 12 Neste estudo

4 intersticiais
RB835486 2n=112 12 - 12 Neste estudo
RB867515 2n=110 11 9 terminais 9 Neste estudo

2 intersticiais
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Figura 27. Sitios de rDNA em cromossomos da variedade de Saccharum spp., RB72454 (2n = 112) (a) sonda
rDNA 45S marcada com FITC , 12 sitios e (b) sonda rDNA 5S marcada com rodamina, 12 sitios. Os
cromossomos foram contra-corados com (a) iodeto de propideo e (b) DAPI. Todos os sitios estao indicados por

setas. Setas azuis indicam sitios intersticiais. Barra = 10um.
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Figura 28. Sitios de rDNA em cromossomos da variedade de Saccharum spp., RB835486 (2n = 112) (a) sonda
rDNA 45S marcada com FITC, 12 sitios e (b) sonda rDNA 5S marcada com rodamina, 12 sitios. Os
cromossomos foram contra-corados com (a) iodeto de propideo e (b) DAPI. Todos os sitios estao indicados por

setas brancas. Barra = 10pm.
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Figura 29. Sitios de rDNA em cromossomos da variedade de Saccharum spp., RB867515 (2n = 112) (a) sonda
rDNA 45S marcada com FITC, 11 sitios e (b) sonda rDNA 5S marcada com rodamina, 9 sitios. Os
cromossomos foram contra-corados com (a) iodeto de propideo e (b) DAPI. Todos os sitios estao indicados por

setas. Setas azuis indicam sitios intersticiais. Barra = 10um.

As caracterizagdes dos sitios de rDNA 45S e 5S foram importantes para a confirmacao do

nimero cromossdmico bdsico dentro do género Saccharum. A interpretacdo desses nuimeros
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demonstrou a presenc¢a de oito cromossomos homo(ed)logos em S. officinarum (2n = 80) (oito
sitios de rDNA 45S e 5S), indicando um nimero basico cromossdmico x = 10 (D Hont et al.,
1996; 1998). Ja nos estudos de S. spontaneum, esses genes ribossomais estdo presentes em 0ito
copias nos citétipos com 2n = 64 e em dez cdpias nos citétipos possuindo 2n = 80, indicando x =
8 o niimero bdsico para esta espécie. Outros dois citétipos de S. spontaneum foram estudados por
D Hont et al. (1996), possuindo 2n = 96 e 2n = 112 cromossomos. Para o citétipo com 2n = 96,
doze cépias de cada gene ribossomal foram detectadas, confirmando o nimero bésico x=8. J4 no
citétipo 2n = 112, quatorze cépias de rDNA 5S foram localizadas, mas somente dez cépias de
rDNA 458 foram identificadas. Esse resultado pode ser atribuido a perda de sitios de rDNA
45S ou mesmo a dificuldade técnica em se observar os sitios, devido ao alto nimero de
cromossomos (D Hont et al., 1996; 1998). A perda de sitios de TDNA em plantas de origens
polipldides ja foi descrita anteriormente em cevada (Linde-Laursen et al., 1992).

Em variedades hibridas, os sitios dos dois tipos de rDNA foram localizados em niimeros
parecidos aos obtidos neste trabalho. Cuadrado et al. (2004) quantificaram 10 sitios de rDNA 45S
e 5S nas variedades My5514 (2n ~ 103) e B42231 (2n ~ 110), enquanto na C236-51 (2n ~ 115)
foram constatados 12 sitios cada. Como nos dados obtidos por Cuadrado et al.(2004), o niimero
de sitios obtidos para as variedades brasileiras € equivalente para ambos 0s genes nas variedades
RB72454 e RB835486, mas diferentemente apresentam-se em quantidades desiguais na
variedade RB867515. A variagdo do ndmero de sitios entre as variedades com nudmeros
cromossdmicos parecidos também condiz com os dados ja descritos (Cuadrado et al., 2004).

Os sitios de rDNA podem ser localizados em regides préximas, no mesmo cromossomo,
como em citros (Brasileiro-Vidal ef al., 2007 ) ou em cromossomos distintos, como em milho
(Lijia e Arumuganathan, 2001). Trabalhos anteriores demonstraram para Saccharum spp. a
presenca dos sitios rDNA 45S e rDNA 5S em grupos homo(ed)logos distintos (D"Hont et al.,
1996; 1998). Esses resultados foram confirmados em preparacdes em que fizemos a co-
hibridiza¢do das sondas 45S e 5S na mesma metédfase. Na figura 30 € visualizada a maior parte
dos sitios de rDNA 45S e 5S em uma mesma metdfase, confirmando a sua localizacio em

cromossomos diferentes.
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Figura 30. Alguns sitios de rDNA 45S marcados com FITC (verde) e sitios de rDNA 5S marcados com
rodamina (vermelho) em metafase mitética de Saccharum spp. demonstrando a presenca desses sitios em
cromossomos diferentes. Os cromossomos foram contra-corados com DAPI. Os sitios sdo indicados em setas

verdes (rDNA 45S) e vermelhas (rDNA 5S). Barra = 10pm.

A localizacdo desses genes, 45S e 5S em cromossomos distintos, ou seja, em grupos
homé(ed)logos diferentes faz com que estes genes sejam dois marcadores cromossOmicos em
cana-de-actcar distinguindo dois grupos homé(ed)logos dos dez existentes.

Em algumas metafases, além da quantificacdo dos sitios, foi possivel observar detalhes a
respeito de suas localizagdes. Os sitios de TDNA 5S sempre foram observados em posi¢ao
instersticial. Ja os sitios de rDNA 45S puderam ser observados em duas localizacdes distintas,
alguns em posi¢do terminal e outros em posi¢do intersticial. Em duas variedades tivemos
condi¢des de quantificar o nimero de sitios intersticiais e terminais desse locus. Na variedade
RB867515 foram quantificados nove sitios terminais e dois sitios intersticiais. Na variedade
RB72454 observamos oito sitios terminais e quatro sitios intersticiais (tabela 5).

As posicoes dos loci de rDNA ja foram mapeadas previamente em cana, especificamente
nas espécies S. officinarum e S. spontaneum (D Hont et al., 1996; Ha et al., 1999). Conforme o

observado neste estudo o gene 5S foi localizado em posi¢ao intersticial tanto em S. officinarum
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como em S. spontaneum. Ja o locus 45S foi observado exclusivamente em posi¢do terminal em S.
officinarum e sempre na posicao intersticial dos cromossomos de S. spontaneum (D’Hont et al.,
1998; Ha et al.,1999).

Com as informacdes disponiveis na literatura a respeito da localizacdo diferencial dos
sitios de rDNA 45S em S. officinarum e S. spontaneum, é possivel, numa variedade hibrida de
cana-de-acticar contendo cromossomos provenientes de ambas as espécies, distinguir, para este
grupo homeologo, os cromossomos herdados de S. officinarum e S. spontaneum. A figura 31

esquematiza os cromossomos da variedade RB72454 baseados nos dados observados neste

estudo.
GHAS GHS5
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Figura 31. Esquema da organizacao cromossémic da variedade RB72454 baseada nos dados obtidos neste
estudo. Em verde sao ilustrados os cromossomos herdados de S. officinarum, em vermelho os cromossomos
herdados de S. spontaneum e em laranja os cromossomos ainda nao identificados. GH45 representa o grupo
homeodlogo que contém o locus 45S e GHS representa o grupo homé(ed)logo que contém o locus 5S. Os sitios

rDNA 458 sio ilustrados em amarelo e em azul, sao ilustrados os sitios de rDNA 5S.

Comparando-se os dados obtidos para as variedades RB72454 e RB867515, poderia-se
concluir, que para este grupo homedlogo, GH45, a variedade RB72454 possui 8 dos 12
cromossomos totais provenientes de S. officinarum sendo os 4 restantes provenientes de S.
spontaneum, enquanto a variedade RB867515 para esse grupo homedlogo, GH45, possui 9 dos

11 cromossomos totais provenientes de S. officinarum e somente 2 do total de 11 cromossomos
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provenientes de S. spontaneum. Essa seria a hipotese mais simples que ignora a possibilidade de
ter ocorrido recombinagdes, translocagdes cromossOmicas, ou mesmo a perda de sitios
ribossomais. Se confirmada a hipdtese acima seria possivel dizer que para o grupo homeélogo,
GH45, a RB72454 tem maior representatividade de DNA de S. spontaneum quando comparada
com a variedade RB867515, conseqiientemente, a variedade RB867515, para o GH45, quando
comparada com a RB72454, possui maior representatividade de DNA de S. officinarum. Esses
dados sdo iniciais e expressam a composicdo de apenas um grupo homoé(ed)logo dos dez
presentes nas variedades atuais de cana-de-acucar. Entretanto, comparacdes e discussdes futuras
desse tipo poderdo ser melhor elaboradas quando estiverem disponibilizados outros marcadores
cromossOmicos para mapeamento de todo esse genoma.

Possuir ferramentas que permitam quantificar o nimero de cépias de cromossomos em
cada grupo homod(ed)logo, estabelecer marcas que orientem a localizagdo de seqiiéncias
especificas, elementos repetitivos ou transgenes e compreender melhor a contribuicdo dos
genomas de S. officinarum e S. spontaneum em cada variedade significard entender melhor a
complexa organizacdo gendmica das variedade de cana-de-agtcar e apoiar estratégias inovadoras

do melhoramento genético dessa cultura.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Foi possivel padronizar protocolos para estudos citogenéticos de Saccharum spp.,
superando algumas dificuldades técnicas inerentes ao material especifico com cromossomos
NUMeErosos € pequenos.

Foram quantificados os cromossomos das duas principais espécies do género que hoje
voltam a ser utilizadas por programas de melhoramento genético de cana-de-agucar. S.
officinarum (2n = 80) e S. spontaneum (2n = 64), ambas com o0 ndmero cromossdomico esperado.

Foram quantificados os cromossomos de trés importantes variedades brasileiras
RB762454 (2n=112), RB835486 (2n=112) ¢ RB867515 (2n=110) e dessa forma obtiveram-se
suas primeiras caracterizagdes cromossomicas.

Foram caracterizados e quantificados dois marcadores cromossdmicos, os genes rDNA
458 e 58S, localizados em dois grupos homd(ed)logos diferentes, aqui denominados GH45 e GHS.

Objetivando-se a construcdo de um mapa citogenético para cana-de-agucar, no qual todos
os grupos homd(ed)logos poderdo ser localizados, quantificados e caracterizados foram
realizadas neste estudo as primeiras etapas desse projeto.

Para a constru¢do do mapa citogenético no qual todos os grupo homé(ed)logos possam ser
identificados e passiveis de quantificacdo, serdo mapeados, no minimo, mais oito marcadores
distribuidos uniformemente pelo genoma de cana-de-agucar. Este trabalho foi iniciado com o
mapeamento de marcadores ribossomais, mais facilmente detectados citologicamente. As
proximas etapas envolverdo a identificacdo de marcadores tipo BAC (Bacterial Artificial

Chromosome), que atendam nossas necessidades.
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