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RESUMO
RIBEIRO, Maria Licia Fonseca. Germinacao de cariopses e identificacdo de hibridos em
cruzamentos de cana-de-agUcar. S&o Cristovao: UFS, 2015. 84p. (Dissertacdo — Mestrado

em Agricultura e Biodiversidade). *

A cana-de-agUcar (Saccharum sp.) € uma cultura de grande influéncia na economia brasileira,
devido & utilizacdo de sua matéria prima para a fabricacdo de acucar e etanol, além do seu
elevado poder energético e como fonte de energia renovavel. Os programas de melhoramento
genético tém contribuido para a obtencdo de cultivares superiores, no entanto, apos 0s
cruzamentos controlados, um dos desafios é a producdo de cariopses viaveis para o alcance de
clones e verificar a descendéncia e caracteristicas herdadas destes, os quais serdo selecionados
posteriormente. O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a influéncia da embebicédo
controlada na germinacdo de cariopses; bem como analisar a variabilidade genética intra e
inter genotipica por meio de marcadores ISSR e identificar hibridos por meio de marcadores
SSR em cruzamentos biparentais de cana-de-acucar. A germinacao das cariopses de cana-de-
acucar submetidas aos tratamentos com polietilenoglicol 6.000 nos potenciais -0,6 e -0,8 MPa
foram superiores a testemunha, com isso a embebicdo controlada das cariopses pode ser
utilizada para se obter desempenho germinativo e o estabelecimento de plantulas. Quanto ao
uso dos marcadores moleculares, observou-se a variabilidade intra e inter cruzamentos, com
maior variancia genética inter cruzamentos. ldentificou-se, a presenca de alelos dos parentais
em seus descendentes, sendo possivel a utilizacdo de marcadores SSR na identificacdo de

hibridos em cruzamentos biparental.

Palavras-chave: Semente. DNA. Selecédo de progénies. Cultivar.

* Comité Orientador: Prof2 Dr.2 Renata Silva-Mann— UFS (Orientadora), Prof.2 Dr.2 Sheila Valéria Alvares

Carvalho.
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ABSTRACT

RIBEIRO, Maria Licia Fonseca. Cariopses germination and hybrid identification in
sugarcane crosses. Sdo Cristovao: UFS, 2015. 84p. (Dissertation — Master in Agriculture and

Biodiversity). *

The sugarcane (Saccharum spp.) is a crop of great influence in Brazilian economy due the
utilization of raw for sugar and alcohool production, besides the elevated energetic potential
and as renewable souce of energy. The breeding programs have contributed to the
achievement of superior cultivars, however, after the crosses; one of the challenges is the
production of viable caryopses to achieve clones which will be selected subsequently. Thus,
two challenges need further studies, first allow most cariopsis from controlled crossings
obtain higher percentage of germination, and secondly prove the hybridization of these
crossings. The aim of this study was to evaluate the influence of controlled imbibition on
cariopsis germination; and to estimate the genetic diversity through SSR markers and validate
the use of ISSR markers in identifying hybrids. The germination of cariopsis of sugarcane
submitted to treatment with polyethyleneglycol 6.000 in potential -0.6 and -0.8 MPa were
higher than the control, thereby imbibition controlled of the cariopsis can be used to obtain
germination performance and seedling establishment. Regarding the use of molecular
markers, we observed the presence of the parental alleles in some offspring percentage and
genetic variability among crosses; it is possible to use SSR markers in breeding programs for

identifying hybrids in biparental crossings.

Key-words: Seed. DNA. Selection of progenies. Cultivar.

* Comité Orientador: Prof2 Dr.2 Renata Silva-Mann— UFS (Orientadora), Prof.2 Dr.2 Sheila Valéria Alvares
Carvalho.



1 INTRODUCAO GERAL

A cana-de-agUcar tornou-se uma das principais culturas do Brasil, fornecendo matéria-
prima para a producdo de agucar e etanol, além de apresentar elevado poder energético. O
aumento da producdo dessa cultura em grande parte dos programas de melhoramento
genético, com os quais busca-se atender novas demandas foram responsaveis pela mudanca
no perfil varietal dos clones atuais por meio de cruzamentos controlados, visando o aumento
da variabilidade genética.

Esses programas iniciam as atividades no campo por meio de dois ou mais genotipos,
que sdo cruzados, denominados de cruzamentos biparentais ou multiplo parentais, e a partir
dai obtém-se as cariopses, as quais apresentam na maioria das vezes germinacdo baixa e
desuniforme, além da perda rapida de viabilidade. Assim, é indispensavel a utilizacdo de
varias sementes para alcancar um ndmero expressivo na producdo de mudas a serem
utilizadas nos experimentos em campo, para posteriormente serem submetidas as fases de
selecao.

A ocorréncia de autofecundacao e progénies contaminadas podem ocorrer e afetar a
fertilidade do poélen influenciando na germinacdo em cruzamentos controlados. Dessa forma,
reflexos negativos no comportamento das progénies podem acontecer pela perda de vigor e
modificacdo na estrutura genética das familias, causando sérias implicacGes na descendéncia
das possiveis cultivares.

Para os programas de melhoramento a identificacdo de progénies nas fases precoces é
fundamental, pois permite uma avaliacdo correta do comportamento genético e morfoldgico
da familia, possivelmente a estimativa da variabilidade genética dos parentais envolvidos no
referente cruzamento pode ser melhor explorado, a partir das caracteristicas de interesse, as
quais passam de geracdo para geracao.

Assim, a selecdo de clones com caracteristicas superiores aos seus progenitores, ou
seja, com maior variabilidade genética e elevado efeito de heterose, tém sido cada vez mais
dificil, quando feita exclusivamente pela selecdo fenotipica. Associada a esta sele¢do, o uso
de marcadores moleculares possibilita a identificacdo de cruzamentos biparentais ou
policruzamentos, os quais podem ser conduzidos apenas para 0s clones de interesse,
reduzindo os custos de analise molecular e aumentando a confiabilidade sobre os programas
de melhoramento, e, possivelmente, reduzindo o tempo para a obtengédo de novas cultivares.

Com aobtencdo do material geneticamente melhorado, tém-se plantas com maior

produtividade, melhor tolerancia as doencas e adaptadas as regides onde serdo cultivadas,



8

proporcionandoo fortalecimento do mercado interno e externo na producédo dos derivados da
cana-de-acucar.

Desta forma, o objetivo geral deste trabalho foi avaliar a influéncia da embebicéo
controlada na germinacdo de cariopses; bem como analisar a variabilidade genética intra e
inter genotipica por meio de marcadores ISSR e identificar hibridos por meio de marcadores

SSR em cruzamentos biparentais de cana-de-agucar.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Origem, boténica e importancia econdmica da cana-de-agUcar

A cana-de-acUcar é uma planta originaria, provavelmente das regides da Indonésia e
Nova Guiné, adaptando-se a ambientes tropicais e subtropicais. No entanto, alguns autores
relatam que o seu centro de origem seja na llhas do Arquipélago da Polinésia (CESNIK e
MIOCQUE, 2004). Essa espécie é classificada taxonomicamente como da familia Poaceae,
tribo Andropogoneae e pertence ao género Saccharum L. As principais espécies sdo S.
officinarum, S. spontaneum, S. robustum, S. sinense, S. barberi e S. edule (SINGH et al.,
2005).

Sua reproducdo pode ser sexuada, onde acontece mudancga do meristema apical, o qual
deixa de produzir folhas e colmos e passa a desenvolver inflorescéncia, chamada de bandeira
ou flecha, constituida de flores completas, pequenas e hermafroditas, as quais apresentam
diferentes niveis de viabilidade do grdo de p6len (MCINTYRE e JACKSON, 2001; ARALDI
et al., 2010). O fruto é chamado de cariopse, € seco, e indeiscente, ndo podendo ser separado
da semente, apresentando pericarpo ao redor de todo o tegumento (BRASIL, 2009).

O desenvolvimento desta planta € em forma de touceira, sendo formada por colmos,
fragmentado em nd e entre no, suculento e doce, devido ao armazenamento de sacarose;
folhas do tipo lanceoladas com nervuras paralelinérveas, com rizomas e raizes fasciculadas,
tipicos das monocotileddneas (CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al., 2011).

E uma das culturas mais importantes economicamente para o Brasil, por ser a principal
fonte de acUcar e etanol, sendo este Gltimo, fonte alternativa e renovavel de energia. Além
disso, um dos seus co-produtos, o bagaco, tem sido destinado para gerar energia calorifera em
unidades termoelétricas e também é usado como suplemento para a engorda do gado (SILVA
e FERREIRA, 2009).

Devido a sua importancia econémica, a cana-de-agucar ocupa lugar de destaque na
agricultura estando entre as espéecies vegetais mais cultivadas em mais de 80 paises no mundo
(TEIXEIRA, 2006).

O Brasil é o maior produtor da cultura, seguido por india e China, como também o
maior produtor de acgUcar e etanol. Espera-se para a safra de 2014/2015 uma producdo de
36,36 milhGes de toneladas de acucar, reducdo de 4% em relacdo a 37,88 milhdes de
toneladas na safra passada. Para a producédo de etanol total esta estimada em 28,66 bilhdes de
litros, 2,53% a mais do que os 27,96 bilhdes de litros da safra 2013/14 (CONAB, 2014).
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O sucesso dessa atividade econdmica é decorrente, principalmente, dos programas de
melhoramento genético, 0s quais visam desenvolver cultivares adaptadas as diversas regides
canavieiras e resistentes as principais pragas e doencas, além de melhorar as caracteristicas
industriais das variedades (ROSSE et al., 2002).

2.2 Melhoramento genético da cana-de-acgucar

A cana-de-acucar cultivada atualmente é um hibrido multiespecifico, originado a partir
da recombinacg&o dos hibridos de duas espécies altamente poliploides, S. officinarum (x = 10,
2n = 8x = 80) e S. spontaneum (x = 8, 2n = 5-16x = 40-128), recebendo a designacao
Saccharum spp. (SINGH et al., 2005).

Para se obter hibridos o melhoramento genético iniciou em Barbados e Java,
aproximadamente no final do século XIX. As primeiras selecdes foram entre 0os cruzamentos
da espécie S. officinarum que compreende as chamadas canas “nobres”, caracterizadas pelo
alto teor de sacarose e colmos grossos, porém pouco teor de fibra, sendo uma das espécies
base dos programas de melhoramento (MING et al.,1998). E a S. spontaneum, esta apresenta
baixo teor de sacarose e colmos curtos e finos, mas se destaca com alto teor de fibra e
apresenta resisténcia a condigdes adversas, oferecendo grande contribuicdo ao melhoramento
(SILVA, 1993).

Esse processo de promover o cruzamento de um clone “nobre”, rico em agucar, com um
clone de uma espécie geneticamente proxima que apresentasse alguma vantagem como, por
exemplo, a resisténcia, ficou conhecida como “nobiliza¢do”, que tinha como objetivo obter
novas cultivares que possuiam potencial de producdo de agUcar das canas “nobres” e 0 vigor e
resisténcia de S. spontaneum (MING et al., 2006).

Em razéo da origem desse cruzamento interespecifico entre S. officinarum e S.
spontaneum, para se chegar as cultivares modernas ocorreu variagdo no numero de
cromossomos (2n=8x-10x=100-130), o genoma sofreu sucessivas duplicac¢des, apresentando
poliploidia e aneuploidia que complica o entendimento da sua arquitetura genética
(PIPERIDIS et al., 2010). A maioria das plantas cultivadas, provavelmente ndo excede a
complexidade do genoma da cana-de-agucar, o que vem dificultando o entendimento da sua
genética e a aplicag@o de ferramentas biotecnoldgicas no melhoramento da cultura (D’HONT,
2005).

Para efetuar esses processos e melhorar o desempenho genético dessa cultura, foram
criados programas de melhoramento genético de cana-de-agucar em diferentes paises, por

instituicdes publicas e privadas com participacdo ativa do setor produtivo. Para criar um
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empreendimento deste € necessario investimento, e os resultados sdo obtidos em longo prazo,
chegando a mais de quinze anos (CESNIK e MIOCQUE, 2004). No entanto, com 0s avancos
da tecnologia no melhoramento genético € possivel obter clones em até 10 anos, diminuindo
0s investimentos para lancar uma nova cultivar (RIDESA-BRASIL, 2010).

No final do seculo XIX foram registradas em canaviais brasileiros algumas doengas que
nas safras posteriores provocaram uma redugdo na produtividade e, por conseguinte, na
producdo de acgucar e alcool. Diante deste cenrio iniciaram os programas de melhoramento
de cana-de-acucar com a finalidade de produzir cultivares resistente a pragas e doencas, as
primeiras canas foram desenvolvidas a partir da década de 30 pelo Instituto Agronémico de
Campinas — IAC em S&o Paulo e Campos Brasil- CB no Rio de Janeiro (ANDRADE, 1985).

Na década de 60, foi criado o Programa de Melhoramento Coopersucar-SP, atual Centro
de Tecnologia Canavieira— CTC, e na década de 70 o Planalsucar - RB que foi extinto em 90,
sendo designada a Rede Interuniversitaria para Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro-
RIDESA, e em 2003 foi criado o programa de melhoramento CanaVialis (MATSUOKA et
al., 2005; PMGCA, 2009). Atualmente, a Rede Interuniversitaria para Desenvolvimento do
Setor Sucroenergético - RIDESA se destaca diante dos demais programas de melhoramento,
desenvolvendo cultivares altamente produtivas, o que vem garantido a producdo brasileira,
esforgo conjunto de dez universidades federais brasileiras. Esses programas apresentam
grandes diferencgas na conducéo de suas atividades, mas ha alguns pontos em comum, como: a
selecdo e clonagem de genotipos superiores dentro de populac6es segregantes, que sao obtidas
por meio de cruzamentos entre individuos (MATSUOKA et al., 2005).

Os cruzamentos sdo uma estratégia utilizada pelos programas de melhoramento para
obter variabilidade genética e, consequentemente, novas variedades. Esses podem ser
cruzamentos multiplo parental, que consistem em reunir varios genitores para que eles se
intercruzam e cruzamentos biparentais, em que o genitor masculino e feminino é conhecido
(HEINZ e TEW, 1987). A classificagdo dos genitores pode ser feminino, masculino ou
intermedidrio, isto é de maneira subjetiva com base na viabilidade polinica determinada por
métodos de coloragdo dos grdos de polen, e as classes sexuais variam de acordo com taxas
determinadas pelos programas de melhoramento (MCINTYRE e JACKSON, 2001).

Nesses cruzamentos envolvendo parental feminino que produz pélen viavel é possivel
a ocorréncia de autofecundacdo, podendo ocorrer depressdo por endogamia e afetar de
maneira geral a fertilidade do polen, germinagdo de sementes e componentes de producéo.
Individuos endogamicos tendem a apresentar baixa germinacdo de sementes, menor altura,
peso e diametro de colmos em comparacdo com individuos resultantes de fecundacédo cruzada
(MACHADO et al., 1996; FERREIRA et al., 2005; SILVA e GONGCALVES, 2011).
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O programa de melhoramento genético da cana-de-acicar da RIDESA inicia com a
hibridacdo de genitores selecionados, apresentando divergéncia genética, capacidade de
combinacdo e associacdo de caracteres de importancia agroindustrial (BARBOSA, 2001).
Esses cruzamentos ocorrem em duas unidades experimentais, Estacdo de Floracdo e
Cruzamentos da Serra do Ouro, no Estado de Alagoas e na Estacao de Floracdo e Cruzamento
de Devaneiono Estado de Pernambuco (RIDESA-BRASIL, 2010).

ApoOs obter as cariopses, as Universidades que compdem a RIDESA recebem os lotes,
em seguida os experimentos sdo estabelecidos por meio da semeadura destas e as plantulas
(seedlings) obtidas sdo distribuidas em campo, passando por varias fases denominadas; T1
(Primeira Fase de Selecdo), T2 (Segunda Fase de Selecéo), T3 (Terceira Fase de Sele¢éo), FM
(Fase de Multiplicacdo), FE (Fase de Experimentacdo), CV (Curva de Maturacdo) e TD
(Teste de Doenga). Uma vez em campo, as plantas tém seu desenvolvimento avaliado, sendo
inicialmente um ndmero grande de genétipos e ap6s varios critérios de selecdo, tém-se
genotipos com alto potencial para registrar, de acordo com as normas de cultivares comerciais
(PMGCA, 2009). Na realidade, o programa de melhoramento baseia-se na selecdo e clonagem
de gendtipos superiores presentes em populacGes segregantes.

Os programas de melhoramento genético aumentam os interesses agronémicos (material
geneticamente tolerante a doencas, pragas, produtividade, dentre outras vantagens) que
contribuem para a viabilidade econémica dessa cultura, tornando o pais mais competitivo em
relacdo ao mercado externo e independente da importacdo de tecnologia (LAKSHMANAN et
al., 2005).

2.3 Germinacdo e embebicdo controlada

O processo de germinacdo inicia-se com a absor¢do de dgua por embebicdo, poréem, a
semente tem necessidade de alcangar um nivel adequado de hidratacéo para ocorrer uma série
de mudancas fisiologicas e bioquimicas no embrido (BRAGA et al., 2009). A velocidade
dessa absorcdo varia para cada espécie, sendo condicionada, pela disponibilidade de agua, que
pode variar desde a saturacdo até proximo de zero e pela pressdo hidrostatica. A
disponibilidade e a velocidade do fluxo de agua para a semente € determinada pela diferenca
de potencial hidrico entre a superficie da semente e o substrato (BITTENCOURT et al., 2004;
LOPES e MACEDO, 2008). Uma embebicao prolongada, sob baixos potenciais hidricos, tem
influéncia na velocidade, uniformidade e porcentagem de germinacdo das sementes
(BEWLEY e BLACK, 1994). Com isso, varias técnicas de hidratacdo de sementes tém sido
desenvolvidas para aumentar a emergéncia das plantulas (KHAN, 1992).
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Uma dessas técnicas tem sido a restricdo hidrica, que proporciona condigdes para
simulacdo de déficit hidrico de maneira répida e segura (MACHADO et al., 2012). Em
algumas situacGes, a restricdo hidrica pode funcionar como embebicdo controlada, que
consiste na submersdo das sementes em solucdo osmotica, permitindo a hidratacdo até que os
potenciais hidricos das sementes e da solu¢do fiqguem em equilibrio, onde inicia a ativacéo dos
processos metabdlicos das fases iniciais da germinacdo. A partir deste processo é possivel
acelerar e uniformizar a germinagdo, assim como simular o estresse hidrico (BITIENCOURT
et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2010).

Estas técnicas baseiam-se no principio de controle do processo de germinacédo, por
meio da adicdo de solutos a substratos para permitir a embebicdo das sementes e o
desenvolvimento das etapas | e Il do processo de germinacdo, que sdo preparatdrias para a
germinacdo, sem chegar a fase Ill, caracterizada pelo alongamento celular e emissdo de
radicula (NASCIMENTO, 2004; SANTOS et al., 2008), pois o padrdo de germinacdo de
sementes é trifasico. Na fase | denominada embebicdo passiva, ocorre a absorcdo de agua pela
semente, sendo um processo rapido devido a diferenca de potencial matricial dos diversos
tecidos que as compdem. Esta etapa ocorre em sementes viaveis, mortas ou dormentes. Na
fase Il conhecida como estacionaria, a semente absorve pouca agua, no entanto, ocorre
transporte ativo do tecido de reserva para o tecido meristematico, visto que o potencial
osmatico e o potencial de pressdo sdo semelhantes. E a fase Il caracteriza-se pela retomada
de absorcdo de agua e protrusdo da radicula. A germinacao é caracterizada como um processo
irreversivel, sendo um dos estados mais delicados durante o ciclo de vida da planta
(BEWLEY e BLACK, 1994).

Com o controle da embebicdo, é possivel submeter as sementes empregando
substratos, proporcionando condicGes de déficit hidrico (MACHADO et al., 2012). Para isso
podem ser utilizadas solug¢fes inorgénicas ou orgéanicas que controlam a velocidade de
embebicdo de agua das sementes, ajustando os potenciais hidricos que permitem a ocorréncia
desses processos fisioldgicos iniciais (BRADFORD, 1986). As solucdes inorganicas que
podem ser utilizadas para 0 osmocondicionamento sdo: cloreto de sédio (NaCl), nitrato de
potdssio (KNOz) e sulfato de magnésio (MgSOa); e as organicas o manitol, glicerol e
polietilenoglicol (PEG) que é encontrado com o0 peso molecular (4.000, 6.000, 8.000 e
12.000), sendo o 6.000 mais utilizado. Estas substancias quimicas s&o osmoticamente ativas
como forma de controlar a entrada de agua na semente, e tém sido amplamente estudadas
(HAIGH et al., 1986; NASCIMENTO, 2004).

Em pesquisas com sementes de sorgo (cultivar IPA 1011), observou-se que 0

envelhecimento artificial afeta negativamente o desempenho das sementes, o qual foi
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parcialmente revertido pelo condicionamento osmotico. Estas sementes foram submetidas a
solucdo de PEG 6.000 no potencial osmoético de — 0,86 MPa a 15°C por 48 horas, onde
promoveu beneficios no vigor das sementes e na qualidade fisioldgica, sendo superior a
testemunha (OLIVEIRA e GOMES-FILHO, 2010).

Sementes de Brachiaria brizantha (Poaceae), quando condicionadas em solucbes
osmaticas de PEG 6.000 por um periodo de 12 horas, no potencial osmoético de -0,9 MPa,
contribuiu para o aumento do indice de velocidade de protrusdo radicular das sementes em
relacdo a testemunha (BONOME et al., 2006).

Com sementes de milheto que foram imersas em solu¢do de PEG 6.000 (0,0; -0,4; -
0,8 e -1,0 MPa) durante 15 h a 10°C em condigdes de escuro, o melhor tratamento que
aumentou a percentagem de germinacéo foi o condicionamento em agua em comparag¢do com
as sementes ndo condicionadas (AGHBOLAGHI e SEDGHI, 2014).

Segundo Peske e Novembre (2010) o condicionamento fisioldgico nas sementes de
milheto, utilizando &gua ou PEG 6.000, ndo interfere no desenvolvimento inicial das
plantulas. Para este trabalho foram avaliados trés lotes de sementes de milheto da cultivar
BRS 1501, sendo condicionadas em potenciais de solucdo de PEG 6.000 e testemunha,
observou-se que a emissdo da raiz primaria ocorre com 33% de &gua e para 0s potenciais de -
1,2 e -1,4 MPa as sementes ndo absorveram mais do que 28% de agua, assim, ndo emitiram a
raiz primaria.

O condicionamento fisiol6gico é uma técnica de embebicdo controlada, a qual tem
sido aplicada em sementes pequenas e de alto valor agregado, como algumas espécies de
hortalicas e de Poaceae. Por ser uma alternativa viavel para favorecer o desempenho de
sementes em campo, e principalmente promover a uniformidade e reduzir a velocidade de
germinacdo (BAJEHBAJ, 2010).

2.4 Estratégia de selecdo de genotipos e variabilidade genética

Em cana-de-agUcar, a selecdo é praticada em todas as fases do melhoramento genético,
desde a escolha dos genitores, escolha do tipo de cruzamento, selecdo de individuos dentro de
familia e nas etapas seguintes com a selecdo clonal (CALIJA et al., 2001).

Muitos melhoristas tém escolhido selecdo de individuos dentro de familias superiores,
por conta da disponibilidade da variancia genética aditiva, que fica disponivel entre plantas,
proporcionando ganhos adicionais que sdo obtidos mediante a selecdo das melhores plantas

das parcelas, representadas por familias superiores (CORNACCHIA et al., 1995).
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Nessa selecdo individual, as plantas sdo selecionadas com base em seus valores
fenotipicos, pois nesta fase ndo ha repeticio dos genétipos avaliados. E considerada uma
técnica que possibilita uma reposta rapida, principalmente em familias com maior
variabilidade genética (FALCONER e MACKAY, 1996).

A variabilidade genética disponivel para selecdo provém de cruzamentos sexuais
realizados entre genitores divergentes e com bons caracteres agrondmicos e resistentes as
principais doencas, isso é conseguido pelo uso de variedades comerciais ou pré-comerciais
por apresentarem um conjunto de genes de interesse (SOUZA, 1995; CRUZ et al., 2004). A
importancia de identificar os genitores mais divergentes geneticamente, para que ocorra a
formacdo de familias com maior variabilidade genética, pode possibilitar a obtencdo de clones
elites em fases avancadas de selecdo do programa de melhoramento (KIMBENG e COX,
2003).

No entanto, a eficiéncia do melhoramento de uma espécie vegetal ird depender da
divergéncia genética existente entre os genitores, da herdabilidade, do carater a ser melhorado
e da extensdo do ganho genético deste carater selecionado, estes sdo apropriados para
produzir alto efeito heterético e maior variabilidade genética das populacdes segregantes
(BRESSIANI, 2002).

2.5 Marcadores moleculares

As pesquisas de melhoramento com base em marcadores moleculares em cana-de-
acucar apresentam indicios de seu desenvolvimento desde os anos 80, quando geneticistas e
produtores passaram a estudar varios tipos de marcadores de DNA e sua utilidade no
melhoramento, possibilitando uma maior compreensdo da composi¢do genética desta espécie
(PAN, 2006).

Os marcadores moleculares de DNA s&@o sequéncias genémicas que diferenciam dois
ou mais individuos que sdo herdadas geneticamente. Os distintos tipos de marcadores
moleculares, hoje disponiveis, diferenciam-se pela tecnologia utilizada para revelar
variabilidade em nivel de DNA e, assim, variam quanto a habilidade de detectar diferencas
entre individuos, custo, facilidade de uso e coeréncia dos dados apresentados (MUNIZ et al.,
2002).

O uso desses marcadores de DNA para analise genética e manipulacdo das
caracteristicas de importancia agrondémica torna-se uma ferramenta cada vez mais Util no
melhoramento de plantas, por apresentar um Otimo desempenho nos programas de

melhoramento, desde as impressdes digitais (fingerprinting) de cultivares elite, estoques
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genéticos, avaliacdo de diversidade genética, e também podem auxiliar na eficiéncia da
selegdo para caracteristicas especificas (ZHANG et al., 2004). Estes marcadores sdo robustos,
rapidos e as informacGes podem ser obtidas com pequenas quantidades de material vegetal em
qualquer fase de desenvolvimento, e ndo sdo afetados por condi¢cbes ambientais
(SRIVASTAVA e GUPTA, 2008).

Como apoio ao método classico de melhoramento genético de cana-de-agUcar, pode se
fazer uso dessas ferramentas moleculares para auxiliar nos estudos genéticos, como a
identificacdo de parentais e também a diversidade genética, entre outras (BERTRAND e
MACKILL, 2008).

2.5.1 Marcadores moleculares ISSR

Os marcadores moleculares ISSR (Inter Simple Sequence Repeat — Inter Repeticdes de
Sequéncia Simples) ndo requerem informacdes especificas de sequéncias de DNA da espécie
a ser estudada, utilizam primers com tamanho de 16 a 25 pares de bases, contendo sequéncias
de dois ou trés nucleotideos, tem se destacado como uma alternativa eficiente para
caracterizacdo de genomas complexos (WOLFE, 2005).

O método de ISSR possibilita a determinacdo da diversidade inter e intra especifica,
exploram regies do genoma altamente repetido, produzem fragmentos com alta
reprodutibilidade, geram altos indices de polimorfismo, obtendo-se resultados confiaveis,
devido a sua abundancia e dispersdo no genoma, eficiente e com custos razoavelmente
menores em comparagao aos outros marcadores (REDDY et al., 2002).

Este tem sido utilizado para estudar a divergéncia genética entre individuos, no intuito
de identificar e determinar relaces ao nivel de espécies e cultivares (ALMEIDA et al., 2009).
A segregacdo dos marcadores é dependente de polimorfismo, portanto, quanto mais alto o
grau de polimorfismo dos marcadores moleculares melhor a sua eficiéncia (HOFFMAN &
BARROSO, 2006).

O alto nivel de polimorfismo foi detectado em cultivares de cana-de-agtcar com o ISSR
e facilitou o desenvolvimento de fingerprinting de DNA (ALMEIDA et al., 2009). Em estudo
de 138 familias de irm&os completos de Milho (Zea mays L.) por meio de 23 primers ISSR
observou-se 78,80% de polimorfismo, sendo uma ferramenta Gtil na avaliacdo de diversidade
genética (CUNHA et al., 2012).

A diversidade genetica foi caracterizada entre nove variedades de cana-de-acUcar
cultivadas em diferentes regides, incluindo material resistente a seca selecionado da regido

Nordeste do Brasil e de duas variedades da india como gendtipos contrastantes, utilizando
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doze primers ISSR. Com isso variedades tolerantes a seca e suscetiveis foram claramente
separadas, mostrando a eficiéncia desse marcador (COSTA et al., 2011).

A ferramenta ISSR foi utilizada para avaliar a diversidade genetica e as inclusdes de
trinta e trés acessos de trigo-de-perdiz da espécie Aegilops do Noroeste do Ird, que pertence a
mesma familia da cana-de-aclcar. Utilizou onze primers de ISSR que produziram 171
fragmentos polimérficos. Por meio destes marcadores foi possivel detectar diversidade
genética nas espécies de Aegilops do Noroeste do Ird, que podem ser Uteis em bancos de
germoplasma para o melhoramento genético, especialmente a diversidade genética
intraespecifica (BARANDUZI et al., 2013).

Em programas de melhoramento vegetal esses marcadores de DNA podem contribuir
para selecdo de gendtipos a serem utilizados futuramente como genitores de novas cultivares,
pois apresentam-se entre os mais utilizados atualmente para varias espéecies de plantas
(GONGALVES-VIDIGAL e RUBIANO, 2011).

2.5.2 Marcadores moleculares SSR

A técnica de microssatélites ou SSR (Single Sequence Repeats — Sequéncias Simples
Repetidas) sdo sequéncias de dois a seis pares de bases repetidas, os alelos diferem porque
ocorrem em numeros distintos de repeticbes em tandem — sequéncia de DNA que se repete,
por exemplo, AACT-(AACTAACTAACTAACT...), oriundos de recombinacdo desigual na
meiose ou no deslize da DNA polimerase durante a duplicacdo da molécula (POKHRIYAL et
al., 2012).

Estes marcadores sdo eficientemente analisados por PCR (Polimerase Chain Reaction —
Reacdo em Cadeia da Polimerase), a amplificacdo do DNA genémico total utilizando dois
primers Unicos compostos de sequéncias curtas de nucleotideos que flanqueiam e definem o
loco de microssatélite. Os produtos da amplificagdo obtidos de diferentes individuos podem
ser separados em géis de agarose ou poliacrilamida (POWELL et al., 1996). Além de
possuirem a natureza multialélica, heranca codominante, altamente polimdrficos, utilizam
primers especificos que amplificam regides com DNA repetitivo (OLIVEIRA et al., 2006).

A presenca de microssatélites em sequéncias codantes tem permitido o desenvolvimento
de SSRs (SSR funcionais), a partir disso busca se SSR em EST (Expressed Sequence Tags -
Etiqueta de Sequéncia Expressa), os quais amplificam regides conservadas do genoma,
portanto, perfeita para a anélise do polimorfismo das regides transcritas de genomas grandes e

complexos, a exemplo da cana-de-acicar (GARSMEURR et al., 2011).
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Os marcadores derivados de ESTs oferecem oportunidades para a descoberta de genes,
permitindo a anélise da regido transcrita do genoma facilitando a discriminacao de sequéncias
alvos como locos génico de ligacdo, referente as caracteristicas de interesse agronémico,
principalmente em plantas poliploides (UKOSKIT et al., 2012).

O uso desses marcadores moleculares na estimativa da divergéncia genética e na
selecdo de genitores com caracteres desejaveis € uma estratégia amplamente utilizada em
programas de melhoramento genético. Dutra Filho et al. (2013) utilizaram a técnica de EST
SRR para estimar a diversidade genética entre trés populacdes (progénies) autofecundadas,
com trés variedades comerciais de cana-de-agucar, observaram uma dissimilaridade entre os
clones e variedades de 22 a 77%, sendo que 0s genotipos mais distantes geneticamente foram
recomendados para hibridizag&o.

Essa técnica foi utilizada para acessar informacdes de parentesco genético entre trinta e
cinco cultivares de cana-de-agUcar (Saccharum spp. hibridos) e cinco clones de espécies
selvagens. Entre estes materiais o indice de diversidade variou de 71 a 91% e a similaridade
genética entre as cultivares com os clones domesticados de S. officimarum L. (Badila) e a S.
spontaneum L. (Dacca) espécie selvagem apresentaram mais de 73%. Observou-se a presenca
de alelos sendo transmitida aos seus descendentes ao longo das geracdes (CHEN et al., 2009).

Santos et al. (2014) avaliaram a paternidade de setenta e seis progénies de quatro
cruzamentos biparentais de cana-de-acicar. Com trés marcadores moleculares SSR,
identificaram de 20 a 100% de hibridos verdadeiros e uma variacdo de 15,79 a 80% para
progénies oriundas de contaminacdo em cada cruzamento. Por outro lado, Tew e Pan (2010)
encontraram taxas de 0 a 45 % de autofecundagdo por meio de sete pares de primers SSR, em
87 progénies de sete cruzamentos maltiplo parentais.

Xavier et al. (2014) também avaliaram a identificacdo do progenitores masculinos de
guarenta e um clones provenientes de cruzamento multiplo parental, e foi possivel identificar
a paternidade de 73% dos clones avaliados, possibilitando novas combinagdes genéticas com
esses materiais, ou seja, ndo ocorre perda de informacéo genética.

Esta ferramenta tem sido muito Gtil nos programas de melhoramento, avaliando a
variabilidade genética presente em bancos de germoplasma, permite ainda orientar 0s
cruzamentos entre cultivares, reconhecer caracteres geneticamente especificos de uma especie
e determinar a identidade do individuo e a relacdo de parentesco (PARIDA et al., 2009;
TABASUM et al., 2010).
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2.5.2.1 Andlise de dados de marcadores SSR em cana-de-agucar

A cana-de-agUcar cultivada atualmente tem um genoma de natureza complexa por
apresentar alta poliploidia e ocorréncia simultaneamente de aneuploidia, ou seja, a poliploidia
é a existéncia de mais de dois cromossomos dentro de uma mesma classe de homologia; se o
namero total de cromossomos ndo é multiplo do nimero base de cromossomos da espécie, a
planta é aneupldide, é o caso da cana-de-agucar (ALLARD, 1971). Em virtude dissso, pode
proporcionar alteracfes na arquitetura celular e nos processos regulatérios, com dificuldades
na meiose (COMALI, 2005).

Assim, torna-se dificil determinar a posicdo em que um alelo est& presente no genoma,
consequentemente, na maioria das vezes existem dificuldades em diferenciar os alelos de
cromossomas homélogos, dificultando a visualizacdo entre o heterozigoto em que os alelos
que estdo presentes em um loco séo diferentes ou 0 homozigoto quando 0 mesmo possui 0s
alelos iguais, tanto o alelo materno como paterno que juntos representam um loco
(CORDEIRO et al., 2003, OLIVEIRA et al. 2009).

Devido a essas questdes presentes no genoma da cana-de-acucar, trabalhos utilizando
os marcadores SSR, considerados co-dominantes, e em organismos dipldides, cada loco
avaliado pode diferenciar entre individuos homozigéticos e heterozigéticos. No entanto, em
organismos polipléides como a cana-de-agUcar, apesar deste tipo de marcador revelar todos 0s
diferentes tipos de alelos presentes no loco, ndo é possivel identificar o nimero de alelo que
se encontra presente. Isto faz com que este marcador seja genotipado com base na presenca e
auséncia de fragmentos (alelos) da mesma forma que um marcador dominante formando um
sistema binario (CORDEIRO et al., 2003).

Os marcadores SSR tém apresentado resultados satisfatorios em trabalhos de
melhoramento genético de cana-de-aglcar. You et al. (2013) analisaram o0s resultados de
marcadores SSR em forma de dados binarios para estimar a diversidade genética entre 115
genotipos de cana-de-aglcar com cinco marcadores, obtiveram 88 alelos polimorficos
(100%), e a diversidade genética encontrada foi de 90,5%. Os marcadores EST's SSR também
foram utilizados, visando avaliar a variabilidade genética entre e dentro de progénies elites de
cana-de-agucar, bem como estimar a divergéncia genética entre trés variedades comerciais e
20 clones oriundos de autofecundacdo. Amplificaram um total de 38 alelos, dos quais 34
foram polimérficos (89,47%) e quatro foram monomorficos (10,53%), obtendo resultados
para a selecéo de clones superiores (DUTRA FILHO et al.,2013).

Ao considerar os marcadores SSR como dominantes, estes ndo perdem a sua preciséo,

mesmo assim técnicas de biotecnologia tendem a avancar, e espera-se alcangar mais
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conhecimento dos mecanismos meiéticos destas plantas, que apresentam a poliploidia, e
assim determinar o comportamento dos cromossomos, suas associacgdes e tipos de segregacéo,

e usar essas informacdes para compreender o genoma destas culturas (D’HONT, 2005).
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4. ARTIGO 1: GERMINACAO DE CARIOPSES DE CANA-DE-ACUCAR INDUZIDA
POR EMBEBICAO CONTROLADA

Periodico a ser submetido: Ciéncia Rural

RESUMO

Um dos grandes desafios em programas de melhoramento de cana-de-agUcar é a obtencdo de
cariopses viaveis de cruzamentos controlados para a aquisicdo de plantulas, que poderdo ser
novos clones. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da embebicao
controlada na germinacéo de cariopses em cruzamentos multiplo parentais de cana-de-agUcar.
Para a embebicdo controlada foram utilizadas cariopses de trés cruzamentos mdaltiplo
parentais, cujos genitores femininos foram as cultivares RB956911, RB972766 e RB867515.
Estas foram mantidas em camara incubadora do tipo B.O.D. a 25°C sob fotoperiodo de 12h,
condicionadas em solugdes de polietilenoglicol 6.000 (PEG-6.000) nos potenciais de 0,0; -
0,6; -0,8 e -1,0 MPa por 12h, 24h, 48h e 72h. As cariopses foram dispostas em papel de
germinacdo embebido nas solucdes (2,5 vezes o peso do papel). Apds a embebicdo as
sementes foram lavadas em &gua destilada, secas a temperatura ambiente e em seguida
colocadas para germinar em caixas tipo gerbox com papel mata-borrdo umedecido com agua
destilada e avaliadas durante 15 dias de acordo com as Regras para Analise de Sementes
(RAS). Para os cruzamentos, houve diferencas na uniformidade da germinagdo e no
percentual de germinacdo para os tratamentos (P<0,05). O cruzamento RB956911 x ? foi o
gue apresentou maior porcentagem de germinacao (47%), sendo observado maior germinacao
no potencial -0,8 MPa. Assim, o condicionamento osmético das cariopses pode ser utilizado
para melhorar o desempenho na germinacdo e o estabelecimento de plantulas de cana-de-

acucar.

Palavras-chave: Sementes. Polietilenoglicol 6000. Plantulas.
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ABSTRACT

Titulo: Sugarcane cariopsis germination induced by controlled imbibition

A major challenge in sugarcane breeding programs is to obtain viable cariopsis through
controlled crossings to purchase seedlings, which may be new clones. The objective of this
study was to evaluate the influence of controlled imbibition on cariopsis germination in
multiple parental crossings of sugarcane. For controlled imbibition cariopsis were used from
three crossings whose female parents were the cultivarsRB956911, RB972766 and
RB867515. The seeds were kept in B.O.D incubator at 25°C under photoperiod of 12h,
condicionatedin polyethylene glycol 6000 (PEG-6000) in potentials of 0.0; -0.6; -0.8 and -1.0
MPa for 12h, 24h, 48h and 72h.The caryopsis were placed in germination paper soaked in
solutions (2.5 times the weight of the paper). After imbibition the seeds were washed in
distilled water and then placed to germinate in gerbox with blotting paper moistened with
distilled water and evaluated for 15 days according to the Rules for Seed Analysis (RSA).
There were differences in the uniformity and percentage of germination for the treatments (P
<0.05). The RB956911x? crossings howed the highest germination percentage (47%), and
observed an increasing in germination at potential of -0.8 MPa. Thus, the priming of cariopsis
can be used to improve the performance of the germination and establishment of sugarcane
seedlings.

Key-words: Seeds. Polyethyleno glycol 6000. Seedlings.
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4.1 Introducgéo

A cana-de-acucar (Saccharum spp.) estd entre as culturas de maior importancia
econémica do mundo e tem como principais produtos o agucar e o etanol, além disso, tem se
destacado como uma fonte de energia renovavel para a geracdo de co-energia elétrica
(HOFSETZ e SILVA, 2012; PERVAIZ e CORREA, 2009).

Em seu cultivo comercial, s&o utilizados colmos, que permitem reproduzir 0 mesmo
gendtipo por varias vezes. No entanto, em programas de melhoramento genético, a
reproducdo sexuada torna-se necessaria para obter novas combinag6es genéticas (CABRAL et
al., 2011).

Nesta fase reprodutiva, a planta deixa de produzir folhas e colmos e passa a
desenvolver a inflorescéncia, chamada de bandeira ou flecha, constituida de flores completas,
pequenas e hermafroditas, as quais apresentam diferentes niveis de viabilidade do grdo de
polen (MCINTYRE e JACKSON, 2001). O fruto formado é chamado de cariopse, com
pericarpo ao redor de todo o tegumento, seco e indeiscente, ndo podendo ser separado da
semente (BRASIL, 2009).

Para a producdo destas sementes, os programas de melhoramento utilizam
basicamente 0 cruzamento biparental (cruzamento entre dois genétipos conhecidos) e o
cruzamento multiplo parental (em que a identidade da planta mée € conhecida, porém o pdlen
é oriundo de vérios genétipos) (BOREM, 2005). Este Gltimo tipo de cruzamento tem a
producdo de sementes, em sua maioria, mais vidveis quando comparado com o biparental
(BERDING et al., 2004).

Como a base de um bom programa de melhoramento genético é a producdo de
sementes com alto potencial fisiologico, verifica-se que estas cariopses, quando ocorre a
autofecundacgéo causa a depressdo por endogamia, consequentemente, afeta a fertilidade do
polen, provocar germinacao baixa e desuniforme, e a perda da viabilidade rapido quando sao
armazenadas por um determinado periodo (MCINTYRE e JACKSON, 2001). Além disso, a
cultura é selecionada, dentre outras finalidades, para evitar o estadio de florescimento,
entretanto, a ocorréncia reduz o potencial produtivo da mesma (CHASE e SENDULSKY,
1991; RODRIGUES, 1995).

A obtencdo de sementes com baixa qualidade fisica, fisiologica, genética e sanitaria
torna necessaria a aquisicdo de maior nimero de sementes para formacao das mudas e, como
poucas sementes sdo produzidas em cada cruzamento, o gasto inadequado das mesmas pode

promover perda de materiais promissores (CAIEIRO et al., 2010).
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Para reduzir estas perdas, a embebicéo controlada de sementes pode ser um tratamento
importante para os programas de melhoramento. Pesquisas utilizando sementes pequenas,
como de hortalicas e plantas da familia Poaceae, tém empregado o método de
condicionamento para obter vigor e uniformidade da germinacdo (BAJEHBAJ, 2010;
ANSARI e SHARIF, 2012), pois durante a embebicdo controlada as sementes séo
parcialmente hidratadas de modo que as atividades metabolicas iniciais prossigam
(McDONALD, 2000).

Similarmente pode-se com o condicionamento osmotico, promover uma embebicao
controlada da semente, sem a imersdo em solu¢cdes osmocondicionantes, mas sim utilizando
papel embebido em tais solugdes (KHAN, 1992). Como agentes osmocondicionantes existem
varios tipos de solugdes, a exemplo do polietilenoglicol (PEG) que tem sido utilizado com
sucesso em muitos trabalhos, por ndo penetrar nas células devido ao tamanho de suas
moléculas que ndo permite a degradacdo nem toxidez (HARDEGREE e EMMERICH, 1994;
SOUZA e CARDOSO, 2000).

Diante da importdncia das sementes de cana-de-aglicar em programas de
melhoramento, que precisam germinar para que se possa ter a oportunidade de avaliar o seu
desempenho enquanto clone, o objetivo deste trabalho foi analisar a influéncia da embebicao
controlada na germinacgdo de cariopses empregando cruzamentos multiplo parentais de cana-

de-agUcar.
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4.2 Material e Métodos

As cariopses para as analises foram obtidas de trés cruzamentos multiplo parentais:
RB956911 x ?; RB972766 x ? e RB867515 x ?. Estes materiais foram oriundos da Estacéo de
Floracdo e Cruzamentos da Serra do Ouro, localizada no municipio de Murici — AL, (9°13°S,
35°50°W, 450 m).

O preparo das solucbes de polietilenoglicol (PEG 6.000) utilizadas nos testes (0,0; -
0,6; -0,8 e -1,0 MPa ) foi baseado na equacao desenvolvida por Michel e Kaufmann (1973):

Yh =-(1,8 x 10-2)C — (1,18 x 10-4)C2 + (2,67 x 10-4) CT + (8,39 x 10-7)C2T

Sendo:

Yh = potencial hidrico da solugédo (atm)

C =g de PEG 6000/kg de solucao (a ser calculado)

T = temperatura em °C (25°C)

Para evitar o aparecimento de fungos nas cariopses durante o tratamento as solugdes
foram acrescidas de 0,3% de Captan (Principio ativo: N — triclorometiltio — 4 — ciclohexano —
1,2 — decarboximida) (KHAN, 1992).

4.2.1 Determinagédo da curva de embebigdo

Para a determinacdo da curva de embebicdo, foram utilizadas quatro repeticdes de 25
cariopses cada. Estas foram dispostas uniformemente em papel de germinacdo (germitest)
estéril e umedecido com agua destilada (testemunha) na quantidade de 2,5 vezes o peso do
papel. O teste foi conduzido em camara de germinacéo do tipo B.O.D. a 25°C sob fotoperiodo
de 12 horas. As cariopses foram pesadas antes do inicio do experimento e apos 2, 4, 6, 8, 10,
12, 24, 48 e 72 horas de embebicdo, em balanca analitica. Antes de cada pesagem, as
cariopses foram secas em papel-absorvente e, posteriormente, devolvidas as solugdes. Para
gerar o grafico da curva de embebicdo das cariopses de cana-de-aclcar os dados foram
expressos na forma de grafico por dispersdo de seus valores pelo programa Microsoft Office

Excel2007, baseado no ganho de massa (g) ao longo do tempo.
4.2.3 Embebicéo controlada
As cariopses de cana-de-agucar foram dispostas em papel de germinagdo (germitest)

embebido com solugdes de PEG 6.000, na quantidade de 2,5 vezes o peso do papel, nos

seguintes potenciais osmaéticos: 0,0; -0,6; -0,8 e -1,0 MPa, por 12, 24, 48 e 72 horas, foram
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utilizadas quatro repeticdes de 25 cariopses por tratamento. Os rolos de papel germitest foram
mantidos em sacos plasticos, com a finalidade de impedir a perda de umidade no seu interior e
colocados em cadmara de germinacédo do tipo B.O.D. a 25°C sob fotoperiodo de 12 horas.

Ap0s os tratamentos, as cariopses foram lavadas em agua destilada, para eliminar
residuos das solucgdes, e colocadas para secar a temperatura ambiente por uma hora. As quatro
repeticdes de 25 cariopses de cada tratamento foram colocadas para germinar em caixas
acrilicas do tipo gerbox, entre folhas de papel de germinagdo tipo mata-borrdo, previamente
umedecidos com agua destilada correspondente a 2,5 vezes o peso do papel, e postas em
camara de germinacao do tipo B.O.D. a 25°C sob fotoperiodo de 12 horas.

As avaliacOes foram realizadas diariamente durante 15 dias de acordo com os critérios
estabelecidos pelas Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009), sendo consideradas
germinadas as cariopses que apresentaram plantulas normais. A partir disso, estimou-se o0
percentual de Germinacio (%G). E o indice de Velocidade de Germinacéo (IVG) seguindo a
férmula Maguire, (1962):

IVG = G1/N1+G2/N2+...+ Gn/Nq

Sendo:

IVG = indice de velocidade de Germinagéo (sementes. dia™);

G1, G2, Gn= nimero de sementes germinadas computadas na primeira contagem, na segunda
contagem e na Ultima contagem;

N1, N2, Nn= namero de dias da semeadura a primeira, a segunda e a enésima contagem.

O delineamento experimental empregado foi o inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 3x4x4, representado por trés cruzamentos (RB956911 x ?, RB972766 x ? e RB867515
X ?), quatro tempos (12h, 24h, 48h e 72h), quatro potenciais (0,0; -0,6; -0,8 e -1,0 MPa) e
quatro repeticdes de 25 cariopses.

Os dados foram transformadas em arco seno (X/100)%° , analisados estatisticamente
com o programa SISVAR (FERREIRA, 2000), usando o teste F para analise de variancia, o
teste de Tukey para a comparagdo de médias entre os diferentes cruzamentos e regressao

polinomial para verificar a influéncia dos tempos e dos potenciais osmoticos.
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4.3 Resultados e discussao

4.3.1 Curva de embebicao de cariopses de cana-de-acucar

Conforme os resultados da curva de embebicdo (Figura 1), pode-se verificar que as
cariopses de cana-de-agUcar apresentaram padrdo trifasico de embebicdo de acordo com

modelo proposto por Bewley e Black (1994).

0,09 -
0,08 -
0,07 -
0,06 -
0,05 - Fase |
0,04 -
0,03 -
0,02 -
0,01 -

! Fase 111

Fase Il
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FIGURAL. Curva de embebicdo em &gua de cariopses de cana-de-acUcar (Saccharum spp.), baseada
no peso de massa (g) ao longo do tempo (horas). UFS, Sao Cristovdo, Sergipe, 2015.

Para as cariopses de cana-de-agucar, o inicio da Fase | foi verificado entre os periodos
de 0 a 2 horas, caracterizados pela rapida absorcdo de agua e aumento do peso das sementes,
esta fase possui uma duracédo de duas horas, mais curta do que a Fase II.

A Fase Il foi observada entre 2 e 6 horas de embebic&o, as cariopses absorvem pouca
agua. Esta lenta absorcéo de agua na segunda fase acontece devido ao equilibrio do potencial
osmatico e o potencial de pressdo, sendo 0 momento em que as sementes adquirem condicGes
fisico-quimicas para reativagdo de seu metabolismo (BEWLEY e BLACK, 1994; MANZ et
al., 2005).

A Fase |1l foi observada entre 6 e 72 horas, caracterizada pelo aumento de absorgéo
agua e a emissdo da radicula das cariopses.

Ao conhecer a duracdo de cada fase da curva de embebicédo, estes resultados podem
auxiliar em estudos de condicionamento fisiologico das cariopses de cana-de-agucar,

contribuindo para determinagdo do conteudo necessario para germinagao nesta espécie.
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4.3.2 Embebicéo controlada em cariopses de cana-de-agucar

Nos resultados da analise de varidncia constatou-se que para porcentagem de
germinacdo e indice de velocidade de germinagdo (IVG) de cariopses dos trés cruzamentos,
houve efeitos significativos para o fator potencial osmotico, cruzamento e a interacdo
cruzamento x potencial x tempo (p< 0,05).

No primeiro cruzamento, que tem a cultivar RB956911 como genitor feminino,
verificou-se que a porcentagem de germinacao das cariopses nos potenciais osmoticos -0,6 e -

0,8 MPa foram superiores a testemunha e a -1,0 MPa (Figura 2).
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FIGURA 2. Porcentagem de germinacéo (a) e o indice de velocidade de germinacdo (b) de cariopses
de cana-de-agucar (Saccharum spp.) do cruzamento RB956911 x ? em funcéo do tempo (horas) e da
embebicdo controlada em solucdo de PEG-6.000 (0,0;-0,6;-0,8 e -1;0 MPa).UFS, S&o Cristovao,
Sergipe, 2015.
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Para o potencial -1,0 MPa houve reducdo na germinacéo ate 48 horas de embebicéo e
aumento apos 72 horas, mas a testemunha foi superior a este potencial. Isto mostra que para
potenciais maiores que -0,8 MPa ocorre influéncia na germinagdo das cariopses de cana-de-
acucar, possivelmente devido a uma maior reducao na absor¢do de agua.

Para os valores de IVG, houve influéncia da embebicdo controlada para os potenciais -
0,6 e -0,8 MPa (1,09 e 1,69).

Com a reducéo no potencial osmotico da solucdo de PEG 6.000, houve contribuicéo
para 0 aumento do indice de velocidade da protrusdo radicular das sementes de Brachiaria
brizantha em relacdo a testemunha por um periodo de 12 horas (BONOME et al., 2006).

Os resultados da porcentagem de germinacdo e IVG do segundo cruzamento
(RB972766 x ?), encontram-se na Figura 3.
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FIGURA 3. Porcentagem de germinacio (a) e indice de velocidade de germinaco (b) em cariopses de
cana-de-agUcar (Saccharum spp.) do cruzamento RB972766 x ? em funcdo do tempo (horas) e da
embebicdo controlada em solu¢do de PEG-6000 (0,0;-0,6;-0,8 e -1;,0 MPa).UFS, S&o Cristovao,
Sergipe, 2015.
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Para o potencial -0,8MPa observou-se maior porcentagem de germinacao (26%) em 48
horas, seguido de um decréscimo para 0s demais potenciais e tempo de embebicdo controlada.
Houve comportamento similar entre IVG e germinacéo.

A germinacdo das cariopses do terceiro cruzamento (RB867515 x ?), 0s potenciais -
0,6 e -0,8 MPa apresenta percentual elevado de germinacéo de 33 e 23%, respectivamente
(Figura 4). Valores inferiores foram observados para as cariopses que germinaram a 0,0 e -1,0
MPa.
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FIGURA 4. Porcentagem de germinacéo (a) e indice de velocidade de germinacdo (b) em cariopses de
cana-de-acUcar (Saccharum spp.) do cruzamento RB867515 x ? em funcdo do tempo (horas) e da
embebicdo controlada em solucdo de PEG-6.000 (0,0;-0,6;-0,8 e -1;0 MPa).UFS, Sédo Cristovao,
Sergipe, 2015.
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Observou-se que a embebicdo controlada com a redugdo no potencial osmotico
promoveu aumento na porcentagem e uniformidade de germinacgdo das cariopses, da mesma
forma ocorreu para o IVG.

Isto pode ter acontecido devido a hidratacdo lenta obtida com a embebicao controlada,
que permite um maior tempo para a reparacdo ou reorganizacdo da membrana plasmatica, que
possibilita a formacdo dos tecidos de maneira mais ordenada e reduz os riscos de danos ao
eixo embrionario (CASTRO et al., 2004).

Os potenciais -0,9 e -1,5 MPa a 15 + 1°C(PEG 6.000), foram constatados beneficios
na germinacdo das sementes de centeio (Secale montanum) e emergéncia das plantulas,
melhoramento fisioldgico, ativando as reacdes metabolicas, as quais influenciam nas reservas,
ocasionando o bom desempenho das plantulas (ANSARI et al., 2012).

Para os trés cruzamentos houve diferenca na porcentagem de germinacdo e na
uniformidade da germinacdo para os tratamentos (P<0,05), mais ndo ocorreu diferenca
siginificativa para a testemunha. O IVG diferiu para o potencial -0,6 MPa no cruzamento
RB956911 x ? (Tabela 1).

TABELAL. Resultados médios de percentagem de germinacéo (% G) e indice de velocidade
de germinacdo (IVG) de cariopses de cana-de-agucar submetidas a embebicdo controlada em
diferentes potenciais osmético (0,0; -0,6; -0,8 e -1,0 MPa).UFS, S&o Cristdvao, Sergipe, 2015.

Germinacdo IVG

Potencial RB 956911x? RB 972766 x? RB 867515x? RB 956911x? RB 972766x ? RB 867515x ?

0,0 MPa 12,7a 10,5a 15,7 a 0,3a 0,6a 0,8a

-0,6 MPa 27,0a 16,3 b 21,3 ab l4a 09D 09b

-0,8 MPa 47,0a 21,0b 27,2 b 13a 12a 15a

-1,0 MPa 42b 13,0a 10,0 ab 0,2a 0,7a 0,6a
CV (%) 44,39 CV (%) 52,52

Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem entre si, Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Para o potencial -0,6 e -0,8MPa cariopses do cruzamentos RB956911x? apresentaram
maior porcentagem de germinagdo (47%) em relagdo aos outros dois cruzamentos. No
potencial -1,0 MPa cariopses do cruzamento RB972766x? apresentou porcentagem de
germinacdo de 13%, que diferiu dos demais. Observou-se que a porcentagem de germinagéo
foi baixa comparada a outras culturas agricolas, porém esperada para a cultura da cana-de-

acucar.
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Essa baixa germinacdo pode estar relacionada a problemas ocorridos durante o
processo de floragdo, hibridacdo ou maturagdo das sementes, os quais podem afetar a
capacidade germinativa das sementes e, consequentemente, apresenta baixa taxa de formacao
de sementes, as quais possuem pouca viabilidade (CABRAL et al., 2011).

Além disso, a forma de propagacdo comercial da cana-de-acucar € assexuada, ao
contrério de outras culturas agricolas, normalmente selecionadas pela maior fertilidade,
visando aumentar a producdo de sementes, visto que o processo de florescimento reduz a
quantidade de agucar armazenado no caule (CHASE e SENDULSKY, 1991; RAO, 1982).

A germinacdo de cariopses de cana-de-acUcar submetidas ao tratamento com PEG
6.000 nos potenciais -0,6 e -0,8 MPa foi superior a testemunha (0,0 MPa-agua). Assim, o0
condicionamento osmético das cariopses pode ser utilizado para promover o preparo
fisioldgico das cariopses promovido pela germinacgéo lenta, e o estabelecimento de plantulas.
A corréncia também observada por Alves et al. (2012) estudando o efeito deste sobre o
desempenho de sementes de rucula.

O maior indice de velocidade de germinacao (IVG) foi constatado nas cariopses para o
potencial -0,6 MPa no cruzamento RB956911x? da mesma forma que foi observado para a
porcentagem de germinacdo (Tabela 1). Assim, além de incremento na porcentagem de
geminag&o houve melhoria no vigor das cariopses.

As principais vantagens do condicionamento das sementes é a maior velocidade de
emergéncia das plantulas favorecendo a tolerancia as adversidades climaticas (CANTLIFF,
2003).

Efeito benéfico também ocorreu em sementes de milho doce com solucdo de PEG
8.000 a 10%, sendo observada melhoria no vigor das sementes e aumento da resisténcia ao
estresse salino na fase de germinacdo (HASSANZADEH et al., 2013).

De acordo com os resultados analisados para o potencial -0,8MPa observou-se melhor
desempenho na porcentagem de germinacdo das cariopses de cana-de-agucar em relagdo aos
outros potenciais para os cruzamentos RB956911x ?. Desta forma, a absor¢do de agua pelas
cariopses, provavelmente foi lenta o suficiente para promover reparos nas células e iniciar as
atividades metabdlicas da germinagdo, devido aos ions da solu¢do de PEG que ficam aderidos
externamente as sementes, e assim contribuem para um decréscimo do potencial osmotico no

interno da semente.
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4.4 Conclusao

A embebicdo controlada favorece a uniformidade da germinacdo e a expressdo do

vigor de cariopses de cana-de-acucar, empregando o condicionamento de -0,8 MPa.
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5 ARTIGO 2. DIVERSIDADE INTRA E INTER GENOTIPICA EM CRUZAMENTOS
BIPARENTAIS DE CANA-DE-AGCUCAR USANDO MARCADORES ISSR

Periédico a ser submetido: Genetics Molecular Research - GMR
RESUMO

Uma das principais preocupagdes dos programas de melhoramento genético de cana-de-
acucar sdo a alta produtividade e melhoria na qualidade da matéria prima para a fabricacao de
acucar e etanol. Para garantir a rentabilidade do setor é indispensavel a selecdo de novas
cultivares para obter ganhos genéticos. Assim, a avaliacdo da variabilidade genética intra e
inter genotipos utilizando marcadores de DNA favorece a selecdo de cruzamentos,
possivelmente progénies promissoras. O objetivo deste trabalho foi analisar a diversidade
genética em cruzamentos biparentais de cana-de-agucar empregando marcadores ISSR. Foram
utilizados 16 progénies de cada cruzamento (RB9419XRB99371; RB9364XRB93509 e
RB855511X RB92579). O DNA foi extraido de plantas e as reagdes de ISSR foram
conduzidas com 22 primers, dos quais 14 apresentaram polimorfismo no padrdo das bandas
amplificadas. Foram obtidas as seguintes informacdes: numero de alelos observados, numero
de alelos efetivos, indice de Shannon, nimero de alelos exclusivos, heterozigosidade
esperada, diversidade génica de Nei e porcentagem de locos polimorficos. Na avaliacdo da
similaridade entre os gendtipos houve a formacdo de trés grupos, cada um formado por um
cruzamento. O cruzamento RB9419XRB99371 apresentou maiores valores de diversidade
genética para os paramentos analisada em relacdo aos outros dois cruzamentos. A
similaridade média do cruzamento RB9419XRB99371 foi de 32,7%; 0 RB9364XRB93509
foi de 44,9% e para o cruzamento RB855511XRB92579 foi de 76,8%.

Palavras-chave: Hibridagdo. Alelos. Progénies.
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ABSTRACT

Titulo: Intra and inter genetic variability in biparental crosses of sugarcane using ISSR

markers

A major concern of genetic breeding sugarcane programs are high productivity and
improvement in quality of raw material for the production of sugar and ethanol.To guarantee
the sector's profitability is essential the selection of new cultivars for genetic gains, and
evaluation of intra genetic variability and inter genotypes using DNA markers favors the
selection of crossings, possibly most promising progenies.The objective of this study was to
analyze the intra and inter geneticdiversity in parental crossings of sugarcane sugar. We used
three crossings (RB9419XRB99371; RB9364XRB93509 and RB855511XRB 92 579) and 16
progenies for each crossing. The DNA was extracted from plants and ISSR reactions were
performed with 22 primers, 14 were selected by polymorphism pattern of amplified
fragments. The following information was obtained: number of observed alleles, effective
number of alleles, Shannon index, number of unique alleles, expected heterozygosity, genetic
diversity of Nei and percentage of polymorphic loci. In assessing the similarity between the
genotypes for the formation of three groups, each consisting of a cross. The
RB9419XRB99371 crossing had higher genetic diversity values for the vestments analyzed in
relation to the other two crosses. The average similarity of RB9419XRB99371 crossing was
32.7%; The RB9364XRB93509 was 44.9% and the cross RB855511XRB92579 was 76.8%.

Key-words: Hybridization. Alleles. Progenies.
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5.1 Introducao

A cana-de-acucar (Saccharum spp.) é uma das principais culturas agricolas do Brasil,
devido ao seu potencial na producdo de alimentos e combustivel renovaveis que tém elevada
expressao socio-econdmica (HOFSETZ e SILVA, 2012). Diante disso, a busca por novas
cultivares por meio do melhoramento genético tem possibilitado o desenvolvimento de clones
mais promissores e resistentes aos principais estresses bioticos e abidticos.

O desenvolvimento dessas cultivares, pelos programas de melhoramento tém como
principal estratégia a propagacdo sexuada para a obtencdo de variabilidade genética,
consequentemente, progénies superiores, as quais passam por varias selecdes para serem
lancadas como uma nova cultivar (LUCIUS et al., 2014). Este processo, normalmente é
realizado empregando genitores divergentes, usando basicamente dois tipos de cruzamentos:
biparental e policruzamento (BERDING et al., 2004).

A busca por recombinacdes génicas possibilita a formacdo de familia com maior
variabilidade genética, possivelmente maior probabilidade de obter individuos com melhores
caracteres a serem transmitidos entre geracdes. Assim, a diversidade genética proporciona
informac@es sobre a variacdo genética existente entre os gendtipos, além da identificacdo de
parentais divergentes para serem utilizados nos cruzamentos (LUCIUS et al., 2014).

A combinacdo de selecdo entre e dentro de familias € mais eficaz, por aumentar a
probabilidade de maiores ganhos genéticos, do que a selecdo individual (STRINGER et al.,
2011). Ainda assim, a selecdo de individuos dentro das familias passa, necessariamente, pelo
processo de avaliacdo visual o que torna dificil obter dados em nivel individual (PEDROZO
et al., 2008).

Essas selecBes nas fases iniciais dos programas de melhoramento podem acelerar o
processo de obtencdo dos gendtipos superiores em um menor espaco de tempo,
consequentemente, reduzir os gastos da manutencao das familias experimentais (MARCONI
etal., 2011).

Uma das estratégias que tem auxiliado é o uso de ferramentas moleculares
possibilitando o monitoramento da diversidade genética dos cruzamentos que estdo sendo
trabalhados e selecdo de familias a serem recombinadas para maximizar a heterose entre 0s
cruzamentos (MARCONI et al., 2011; BERILLI et al., 2011).

Dentre estes marcadores o ISSR (Inter Simple Sequence Repeats — Inter Sequéncias
Simples Repetidas) é uma técnica rapida, simples, por ndo necessitar de primers especificos,
possuem de 16 a 25 pares de bases e contém sequéncias de dois ou trés nucleotideos. Estes

tém se destacado como uma alternativa eficiente para determinar a distancia genética entre
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parentais, a diversidade entre e intra especifica, além de caracterizar e avaliar o germoplasma
(WOLFE, 2005; SANTOS et al., 2013).

A diversidade genética entre as cultivares de cana-de-acUcar é essencial, devido a
estreita formacdo da base genética em familias melhoradas, ou seja, o cruzamento entre
cultivares comerciais e especies selvagens de colecdes de germoplasma tem sido realizado em
muitos programas de melhoramento (LANDELL e BRESSIANI, 2008), pois a composi¢do
genética dos clones selecionados é fixada pela propagacdo vegetativa, a qual reproduz os
caracteres ao longo dos anos (FERREIRA et al., 2005).

Marcadores ISSR tém sido utilizados em estudos de diversidade genética em muitas
plantas da familia Poaceae, incluindo milho (CUNHA et al., 2012) e trigo (SIDDIG et al.,
2013). Na cana-de-agUcar, verificou-se a diversidade genética entre nove variedades,
cultivadas em diferentes regibes do Nordeste do Brasil e de duas variedades da india,
utilizando doze primers ISSR. Com isso variedades tolerantes e suscetiveis a seca foram
claramente separadas, comprovando a eficiéncia desse marcador para discriminar gendtipos
contrastantes (COSTA et al., 2011).

Neste trabalho, o objetivo foi analisar a diversidade genética em cruzamentos

biparentais de cana-de-agucar por meio de marcadores ISSR.
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5.2 Material e Métodos

5.2.1 Material vegetal

Foram empregadas 16 progénies F; de trés cruzamentos: RB9419XRB99371;
RB9364XRB93509 e RB855511XRB92579. O método de hibridizacdo entre os genitores foi
realizado de acordo com os procedimentos padrdo do programa de melhoramento genético da
RIDESA (Rede Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor Sucroenergético)
(ROCHA et al., 2008). As cariopses obtidas foram armazenadas em camara fria. De cada um
dos cruzamentos foram pesados cinco gramas de cariopses e estas foram semeadas em
bandejas pléasticas, previamente identificadas e apds 50 dias as plantas foram transplantadas

em campo.

5.2.2 Extracao de DNA

A extracdo de DNA foi realizada de acordo com o protocolo descrito por Nienhuis et
al. (1995) com modificagdes.

De cada progénie foram utilizados 2g de folhas novas para macera¢do com o auxilio
de almofariz e pistilo, onde adicionou-se10 mL de tampdo CTAB 2% (2% de CTAB, 100mM
de Tris (pHS,0), 20mM de EDTA (pH 8,0), 1,4M de NaCl e 1% de PVP) e 20uL de B-
mercaptoetanol, para retardar a oxidacdo de metabdlitos secundarios. O macerado foi
transferido para tubos de ensaio e levados ao banho-maria a 65°C por 60 minutos.

Apbs esse periodo de incubacdo as amostras foram purificadas com a adicdo de
cloroférmio: alcool isoamilico (24:1) e centrifugadas a 7.000 Xg por 30 minutos. O
sobrenadante obtido foi micropipetado e a ele adicionado alcool:acetato de aménio, mantido a
-20°C overnight para precipitacdo do DNA. As amostras foram centrifugadas a 14.000 Xg por
10 minutos e em seguida, o0 alcool: acetato de amdnio foi descartado e substituido por etanol,
deixando-se 10 minutos em temperatura ambiente. Uma nova centrifugacéo foi realizada por
10 minutos a 14.000 Xg, sendo assim possivel descartar o sobrenadante e secar o precipitado
em temperatura ambiente. O DNA foi solubilizado em TE (ImM deTris e 0,1mM de EDTA).

A concentracdo de DNA de cada amostra foi determinada em fluorimetro (DQ300
Quick Reference Guide).
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5.2.3 Reacdo de ISSR

Para as reacOes de ISSR foram testados 22 primers. As rea¢des de PCR continham 12
uL do volume final (1,5 uM de DNA [5nguL], 2 uM de primer [2uM] e 8,5 puL do mix
TopTag Master Mix Kit(Qiagen)). A amplificacdo consistiu de uma temperatura inicial de
94°C por 5 minutos, seguida por 35 ciclos de amplificacdo em 94°C por 40 segundos,
temperatura de anelamento de 50°C por 30 segundos para cada primers, 72°C por 1 minuto e
72°C por 7 minutos.

Os produtos de amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,5%
em tampdo TBE 0,5X, a 100 V por 1 hora e 40 minutos e corados com GelRed nucleic acid
stain. Posteriormente, os géis foram fotografados sob luz UV, em transilluminator digital
(Benchtop).

5.2.4 Andlise dos dados ISSR

A partir dos padrdes de amplificacdo foram obtidos fragmentos que foram usados para
a construcdo de uma matriz binaria, quanto a presenca (1) ou auséncia (0) de fragmentos.
Com a matriz binaria calculou-se a similaridade genética (Sgij) entre e dentro dos
cruzamentos de cana-de-agucar, por meio do coeficiente de Jaccard, empregando-se o
programa NTSYS 2.0 (ROHLF, 2001). As similaridades obtidas foram calculadas com base

na seguinte expressao:

Sji=al/a+b+c
Em que:
a = numero de casos em que ocorre a presenca de fragmento em ambos os individuos,
simultaneamente;
b = nimero de casos em que ocorre a presenca de fragmento somente no individuo i;

€ = ndmero de casos em que ocorre a presenca de fragmento somente no individuo

Para a representagdo simplificada dos dados de similaridades foi construido um
dendrograma, obtido pelo método de agrupamento UPGMA (Unweighted Pair-Group Method
Arithmetic Average — Agrupamento aos Pares pela Média Aritmeética Ndo Ponderada),
utilizando-se o programa NTSYS 2.0 (ROHLF, 2001).
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O contetdo de informacao polimorfica (PIC) foi calculado em funcdo do numero de alelos
detectados, da sua distribuicdo e frequéncia nos grupos estudados (POWELL et al., 1996). Os
valores de PIC por loco foram determinados pela expressao:

PIC =1 - X pij?
Em que:

pi é a frequéncias do i-ésimo alelo marcador j.

A caracterizacdo da diversidade genética, foi representada pela dispersdo grafica dos
gendtipos com base no método da Analise de Coordenadas Principais (PCoA), indicada para
conjuntos de medidas correlacionadas linearmente, o que permite reduzi-las a poucas
variaveis sintéticas pelo o programa GenAlEx 6.3 (PEAKALL e SMOUSE, 2006).
Empregando o mesmo programa foi analisada a diversidade genética dos cruzamentos, com
0S seguintes parametros:

e NuUmero de alelos observados (Na);

e Porcentagem de locos polimdrficos (P%);

e Numero de Alelos exclusivos (Ae);

e Numero de alelos efetivos (Ne);

e Indice de Shannon (1);

e Heterozigosidade esperada de Nei (He) (1973).
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5.3 Resultados e discussao

Dos 22 primers testados, 14 foram selecionados por apresentarem melhor perfil de

amplificacdo (Tabela 1).

TABELA 1. Relacdo do numero de bandas amplificadas para cada primer ISSR em cruzamentos
biparentais de cana-de-aglUcar (Saccharum ssp). NUmero total de bandas (NTB), Numero de bandas
polimérficas (NBP) e Contetdo de informacdo polimérfica (PIC).

RB9419 X RB99371 RB9364 X RB93509 RB855511 X RB92579
Primers ISSR NTB NBP PIC NTB NBP PIC NTB NBP PIC

AW3(GT)6-RG 8 7 0,973 12 10 0,951 5 2 0,846
DAT(GA)7-RG 24 24 0,993 12 11 0,972 8 3 0,9074
GOOFY(GT)7-YG 11 8 0,953 5 5 0,875 5 1 0,808
JOHN(AG)7-YG 8 8 0,973 7 7 0,932 7 5 0,902
M2 GGGC-(GA)8 12 12 0,962 10 6 0,930 6 4 0,881
MANY (CAC)4-RC 7 4 0,920 7 2 0,894 5 0 0,800
TERRY(GTG)4-RC 15 15 0,964 8 4 0,901 8 5 0,903
UBC 807(GA)8-T 11 7 0,933 5 4 0,920 4 4 0,915
UBC 809(AG)8-G 8 6 0,909 5 3 0,871 5 3 0,903
UBC 810(GA)8-T 11 11 0,989 4 4 0,923 3 1 0,678
UBC 813(CT)8-T 7 7 0,971 7 6 0,946 6 3 0,881
UBC 825(AC)8-T 9 8 0,948 7 7 0,928 6 4 0,896
UBC 827(AC)8-G 9 8 0,957 6 3 0,872 7 7 0,916
UBC 834(AG)8-YT 9 7 0,950 8 8 0,941 6 4 0,895

TOTAL 149 132 - 103 80 - 81 46 -
MEDIA 10,6 9.4 0,956 73 57 0,918 58 3,3 0,866

R = Purina (A - adenina ou G - guanina) e Y = Pirimidina (C - citosina ou T - timina).

O numero de bandas amplificadas variou de 81 a 149, com média de 10,6 para o
cruzamento RB9419XRB99371; 7,3 para o cruzamento RB9364XRB93509 e 5,8 para o
cruzamento RB855511XRB92579. O nimero de bandas polimorficas variou de 46 (55,3%) a
132 (86,5%), possivelmente relacionada a variabilidade genética dos cruzamentos.

Marcadores moleculares baseados em ISSR tém sido empregados com sucesso nas
estimativas de variabilidade genética em espécies silvestres e cultivadas, e 0 nimero de
bandas polimorficas utilizadas nessas anélises é bastante variavel (ESTOPA et al., 2006;
SANTANA et al., 2011). Empregando primers ISSR em 42 gendtipos de cana-de-agUcar
(hibridos) da India subtropical verificou-se a divergéncia genética entre os gendtipos e foi
possivel indicar genitores contrastantes. Das 79 bandas analisadas, 62 (78,48%) foram
polimorficos (SRIVASTAVA e GUPTA, 2008).
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Para verificar a qualidade de informacdo dos primers ISSR, estimou-se o contetdo de
informacdo polimorfica (PIC) que tem sido empregada para auxiliar na sele¢cdo dos melhores
primers. Estes podem ser classificados como: muito informativo (PIC> 0,5), moderado
(P1C>0,25 e<0,5) e pouco informativo (PIC <0,25) (BOTSTEIN et al., 1980).

Os valores do PIC gerado pelos primers de ISSR foram considerados muito
informativos para o0s cruzamentos; RB9419XRB99371, RB9364XRB93509 e
RB855511XRB92579 com uma variagao de 0,920 a 0,993 (MANY e DAT), de 0,871 a 0,972
(UBC809 e DAT), e de 0,678 a 0,916 (UBC 810 e UBC 827) para 0s respectivos
cruzamentos.

Devarumath et al. (2012) encontraram para o valor do PIC uma variagdo de 0,11 a
0,45 com 13 primers para avaliarem a diversidade genética de 81 gendétipos de cana-de-
acucar, sendo que foram de pouco a moderadamente informativos. Estas varia¢6es do valor do
PIC entre os trabalhos incluem um conjunto de fatores como, o nimero de genotipos,
quantidade de primer, condi¢des de temperatura, entre outras (DA SILVA, 2001).

O polimorfismo genético e o PIC que foram observados entre as progénies e 0s
genitores dos cruzamentos de cana-de-acucar foram considerados altamente informativos.

Os trés cruzamentos geraram 173 bandas polimorficas, a partir dos marcadores ISSR.
Ao analisar os pares de todas as progénies e genitores a média da similaridade genética foi de
41,5%.

Esta média de similaridade genética encontrada pode ser atribuida a estrutura genética
das cultivares modernas de cana-de-acUcar, caracterizadas pela presenca de aneuploidia e
poliploidia (SINGH et al., 2005). Almeida et al. (2009) estimarama valores maximos e
minimos de similaridade genética de 77% e 22%, entre quatorze cultivares de cana-de-agucar,
e constataram variabilidade genética, baseada na similaridade estimada a partir de marcadores
ISSR.

A analise incluindo todas as progénies e genitores, conjuntamente, para 0s trés
cruzamentos resultaram na formacdo de trés grupos bem definidos, sendo cada grupo
representado por genotipos de um cruzamento. As progénies que apresentaram maior
semelhanca foram C3F12 e C3F13 (92%) e as mais divergentes C1F14 e C3F4 (17%). O
grupo | é constituido exclusivamente por progénies do cruzamento RB9364XRB93509,
enquanto o grupo Il inclui apenas progénies do cruzamento RB9419XRB99371 e o grupo I
por progénies do cruzamento RB855511XRB92579 (Figura 1).
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FIGURA 1. Dendrograma de similaridades genéticas intra e inter genotipos de cruzamentos

biparentais de cana-de-aglcar (Saccharum spp.) (RB9419XRB99371, RB9364XRB93509 e
RB855511XRB92579), definido pelo critério de agrupamento UPGMA, com base no coeficiente de
Jaccard, empregando dados de marcadores ISSR.

Para verificar se 0 agrupamento das familias apresentaria melhor resolu¢do empregou-
se a analise de componentes principais, com a dispersdo grafica da diversidade genética

(Figura 2).
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FIGURA 2. Disperséo grafica pelo método da Andlise das Coordenadas Principais considerando 0s
trés cruzamentos biparentais de cana-de-aglcar (Saccharum spp.), empregando dados de marcadores
ISSR. Cruzamento RB9419XRB99371-(C1); Cruzamento RB9364XRB93509-(C2) e Cruzamento
RB855511XRB92579-(C3). Genitor feminino (RB9419) do cruzamento Cl1 -(GFC1); Genitor
masculino (RB99371) do cruzamento C1 - (GFC1); Genitor feminino (RB9364) do cruzamento C2-
(GFC2); Genitor masculino (RB93509) do cruzamento C2 - (GFC2); Genitor feminino (RB855511)
do cruzamento C3- (GFC3); Genitor masculino (RB92579) do cruzamento C3 - (GFC3); Progénies do
cruzamento C1, C2 e C3 - (F1...F16).

Por meio da anélise, os resultados condizem com os do dendrograma de similaridades
genéticas (UPGMA). Os cruzamentos permaneceram separados, € ndo ocorreu proximidade
entre as progénies de cada cruzamento. Observou-se que o cruzamento RB9364XRB93509
foi 0 mais divergente e os cruzamentos RB855511XRB92579 e RB855511XRB92579 foram
mais similares dentro de cada cruzamento, o que pode refletir em menor variabilidade
genética entre as progénies.

A genealogia dos genitores dos cruzamentos pode corroborar com esta similaridade
genética existente entre as progénies de cada cruzamento (Figura 3).

No grupo | ao verificar a arvore genealdgica 0s genitores ndo apresentam ancestrais
com parentesco em comum. No entanto, tém a presenca de policruzamentos com pais
desconhecidos, isto possivelmente explica a similaridade genética (32,7%) dentro deste

cruzamento, que contém maior diversidade genética.
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FIGURA 3. Genealogia dos genitores utilizados nos cruzamentos biparentais de cana-de-agucar
(Saccharum spp.). Fonte: PMGCA,; Cacoo:https://cacoo.com.

No grupo |1, ambos os genitores sdo descendentes do mesmo genitor feminino, sendo
meio irmdos. O genitor feminino € descendente de cruzamento biparental e o genitor

masculino de policruzamento, no qual se consegue obter mais combinacfes genéticas,


https://cacoo.com/
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possibilitando maior variabilidade. Provavelmente, isto pode ter contribuido para uma menor
similaridade (44,9%) neste cruzamento, ou seja, esta similaridade pode ser explicada pelo
grau de parentesco dos genitores.

Para o grupo Il houve maior similaridade de seus descendentes (76,8%), em relacdo
aos outros dois cruzamentos, possivelmente por conta da hibridizacdo dos seus genitores, a
descendéncia do genitor feminino é proveniente de policruzamento e o genitor masculino de
cruzamento biparental. Assim, as cultivares que fizeram parte do policruzamento podem ter
ancestrais em comum, e possivelmente contribui neste caso para uma maior similaridade
genética entre as progénies.

A quantificacdo da diversidade genética foi obtida por meio da anélise de variancia
molecular (AMOVA) (Tabela 2), que permite verificar a existéncia significativa da
diversidade das familias, com variancia genética total de 54% intra cruzamentos e 46% inter

cruzamentos, indicando menor diversidade genética entre as progénies.

TABELA 2. Esquema de analise de variancia molecular (AMOVA).

Fonte de variacdo GL QM Componente  Percentagem Probabilidade
Variancia
Intra cruzamentos 2 395,32 20,970 54 0,001
Inter cruzamentos 51 17,86 17,865 46
Total 53 - 38,835 100

A proximidade entre estes cruzamentos, possivelmente € pelo grau de parentesco
existente entre as cultivares. Em virtude disso, pode-se utilizar hibridagbes com genitores
divergentes para aumentar a base genética e, portanto, alcancar novas combinacdes para
maior diversidade genética dentro do cruzamento.

Diante destas informac6es, foi possivel estimar a diversidade genética intra e inter dos
cruzamentos biparentais, muitas medidas descritivas vém sendo utilizadas, possibilitando
entender a diversidade dos cruzamentos, entre elas o nimero de alelos, niamero de alelos
efetivos, heterozigosidade esperada, indice de Shannon e nimero de alelos exclusivos (Tabela
3).

TABELA 3. Parametros de diversidade genética em cruzamentos biparentais de cana-de-agUcar
(Saccharum ssp) com base nos primers de ISSR. NuUmero de alelos (Na), Numero de alelos efetivos
(Ne), Heterozigosidade esperada (He); Indice de Shannon (I) e Nimero de alelos exclusivos (Ae).

Pardmetros RB 9419 X RB99371 RB9364 X RB93509  RBRB855511 X RB92579  Média

total
Na 1,60 1,04 0,74 1,13
Ne 1,47 1,33 1,20 1,33
He 0,27 0,18 0,11 0,19
I 0,41 0,27 0,16 0,28

Ae 48 12 03 21
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O numero de alelos dos cruzamentos RB9419XRB99371, RB9364XRB93509 e
RB855511XRB92579 foram 1,60; 1,04 e 0,74, respectivamente com a média total de 1,13. O
indice de diversidade génica de Nei, também chamado de heterozigosidade foi de 0,27; 0,18 e
0,11, com media de 0,19, respectivamente.

Outro parametro de diversidade genética observado foi o indice de Shannon. Assim, é
considerado para o indice de Shannon uma variagdo de 0 a 1, que indica quanto mais proximo
do valor 1, maior serd a diversidade (BOTREL et al., 2006).

Como base neste parametro, observou-se 0s seguintes valores de 0,41 para as
progénies do cruzamento RB9419XRB99371, este 0 mais divergente geneticamente (67,3%).
Para o cruzamento RB9364XRB93509 com 0,27 e para o cruzamento RB855511XRB92579
com 0,16 é o que apresentou menor diversidade (23,2%).

Essas variacbes detectadas para medidas descritivas entre 0s cruzamentos,
principalmente para o cruzamento RBRB855511XRB92579, possivelmente é reflexo dos
sucessivos ciclos de selecdo, consequentemente, uniformidade dos caracteres genéticos para o
desenvolvimento de novas cultivares, ou seja, mais homogéneas e com base genética mais
estreita.

A ocorréncia de alelos exclusivos ou alelos privados, que estdo presentes em apenas
um cruzamento foi verificada, para o cruzamento RB9419XRB99371 com 48, o cruzamento
RB9364XRB93509 com 12 e o cruzamento RB855511XRB92579 apenas trés alelos
exclusivos. Estes alelos exclusivos podem ter contribuido com a diversidade genética do
cruzamento RB9419XRB9937. No entanto, para este cruzamento se obteve maior diversidade
genética em relacdo aos outros.

E importante perceber que para um programa de melhoramento genético os
cruzamentos mais divergentes sao 0s mais indicados para as proximas fases de selecoes, pois
individuos distantes geneticamente, a tendéncia é de compartilharem muitos genes e alelos
diferentes, com maior probabilidade de manifestacdo da heterose (CRUZ et al., 2004;
TABASUM et al., 2010).
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5.4 Conclusao

Existem associacdes de diversidade genética intra e inter os cruzamentos biparentais
de cana-de-acucar, obtida por marcadores ISSR.
Existem agregacdes de parentesco, que podem ser explicadas pela diversidade

genética obtida por marcadores ISSR.
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6. ARTIGO 3. IDENTIFICACAO DE HIBRIDOS EM CRUZAMENTOS
BIPARENTAIS DE CANA-DE-ACUCAR EMPREGANDO MARCADORES SSR

Periodico a ser submetido: Crop Breeding and Applied Biotechnology - CBAB

RESUMO

Em programas de melhoramento genético de cana-de-acucar, a hibridagdo entre genotipos
divergentes é essencial para a obtencdo de progénies vigorosas, as quais podem ser uma
cultivar. No entanto, as flores da cana-de-aglcar sdo hermafroditas, caso ocorra
autofecundagdo em um nivel elevado, pode influenciar na identidade genética da familia de
irmaos completos. Assim, este trabalho foi realizado com o objetivo de identificar hibridos em
progénies provenientes de cruzamentos biparentais de cana-de-agUcar usando marcadores
SSR. Foram analisados trés cruzamentos RB9419XRB99371; RB9364XRB93509 e
RB855511XRB92579 com 16 progénies cada, empregando oito pares de primers SSR. Para a
identificacdo de parentais por marcadores SSR em cruzamentos controlados, verificou-se a
presenca de alelos presentes nas progénies e seus possiveis pais. As médias dos parametros de
diversidade analisadas foram: nimero de alelos observados (0,872), nimero de alelos efetivos
(1,213), indice de Shannon (0,128), heterozigosidade esperada (0,128) e nimero de alelos
exclusivos (13,666). Com a analise do contetdo de informacdo polimérfica (PIC) foi possivel
quantificar o polimorfismo genético de cada primer nos cruzamentos em estudo. Os primers
SSR permitem a identificacdo de hibridos, e ndo detectaram a presenca de progénies oriundas

de autofecundacéo.

Palavras-chave: Parentais. Autofecundacdo. Microssatélites.
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ABSTRACT

Titulo: Identification of hybrids in parental crosses of sugarcane ssr markers

In genetic breeding sugarcane programs, hybridization between divergent genotypes is
essential for obtaining vigorous progeny, which may be a cultivar. However, the flowers of
sugarcane are hermaphrodites, in case of self-fertilization in a high level, can influence the
genetic identity of the family of full sibs. Thus, this study was to evaluate the identification of
hybrids in progenies from bi-parental crossings. The crosses RB9419XRB99371,
RB9364XRB93509 and RB855511XRB92579 and their progenies (16 each), employing eight
pairs of SSR primers, and from the fragments patterns estimated the percentage of
polymorphism, the genetic variability and genetic similarity (Sgij) by Jaccard coefficient, as
well as, parameters of diversity as number of alleles, effective number of alleles, Shannon
index, number of unique alleles, expected heterozygosity, percentage of polymorphic loci.
There was the formation of three groups, each represented by a crossing. With the analysis of
polymorphic information content (PIC) was to quantify the genetic polymorphism of each
primer at intersections being studied. The SSR primers enable the identification of hybrid,
however, specific sequences were identified that differentiate SSR in parental and hybrids

thereof.

Key-words: Parental. Selfing. Microsatellites.



63

6.1 Introducao

Os programas de melhoramento genético de cana-de-agUcar (Saccharum spp.) tém
como principal estratégia a propagacdo sexuada para a obtencdo de variabilidade genética,
consequentemente, de progénies superiores, as quais passam por varias selecdes para obter
uma nova cultivar (SILVA, 2012). Este processo € realizado por hibrida¢Ges entre genitores
divergentes, que pode ser o cruzamento biparental, onde os genitores sdo conhecidos (HEINZ
e TEW, 1987), nos quais € possivel obter informacdes genéticas entre 0s genitores e as
progénies, possibilitando visualizar caracteres entre geracdes.

A cana-de-agUcar € uma planta alégama, em que a sua inflorescéncia é composta por
flores completas, apresentando diferentes niveis de viabilidade polinica. Os genitores sdo
classificados como feminino, masculino ou intermediario de maneira subjetiva com base na
viabilidade polinica determinada por métodos de coloracdo dos grdos de polen e as classes
sexuais variam de acordo com taxas determinadas pelos programas de melhoramento
(MCINTYRE e JACKSON, 2001).

Em virtude disto, em cruzamentos biparentais envolvendo parental feminino que
produz pélen viavel é possivel a ocorréncia de autofecundacdo, que pode influenciar na
identidade genética da familia, resultando na mistura de progénies por autofecundacéao e seus
hibridos (CHEN et al., 2009). Se a ocorréncia de autofecundacdo é significativa em
cruzamentos controlados, a estratégia de se utilizar apenas caracteristicas morfologicas para
identificar hibridos e progénies resultantes de autofecundacdo, com base apenas no vigor das
plantas em campo ndo é confiavel, pois nem todo clone vigoroso pode ser oriundo de
polinizacdo cruzada. Além disso, as caracteristicas morfolégicas em grande parte sofrem
influéncia do meio ambiente, mascarando o desenvolvimento da planta (WANG et al., 2009;
TEW e PAN, 2010).

Para os Programas de Melhoramento o conhecimento da taxa de autofecundagéo de
uma familia de cruzamentos biparentais ou policruzamentos, é de grande interesse para
permitir uma correta avaliacdo do comportamento da familia e, consequentemente, da
estimativa do valor de melhoramento dos genitores envolvidos no respectivo cruzamento
(MCINTYRE e JACKSON, 2001).

O uso de ferramentas moleculares pode auxiliar na identificacdo da descendéncia dos
hibridos verdadeiros em uma familia. Estas ndo sofrem influéncia do ambiente, com isso as
selecOes nas fases iniciais dos programas de melhoramento podem acelerar o processo de
obtencdo dos gendtipos superiores. Desta forma, reduzir os gastos da manutencdo das

populacdes experimentais e aumentar a variabilidade genética dos cruzamentos entre
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genitores é de fundamental importancia na identificacdo de combinagdes hibridas com maior
heterozigosidade, pois evita a reducdo quanto aos caracteres quantitativos (MUNIZ et al.,
2002; MARCONI et al., 2011).

Os marcadores do tipo microssatélites ou SSR contribui para o desenvolvimento de
novas analises e a sua utilizacdo no melhoramento genético para varias culturas agricolas,
pois estes marcadores orientam 0s cruzamentos entre cultivares, permite o conhecimento do
genoma e facilitam a identificacdo de caracteristicas agronémicas desejaveis (AITKEN et al.,
2005). Cada par de primers SSR pode ser usado especificamente para uma sequéncia na
identificacdo de progénies.

Aplicando primers de SSR, em duas populacfes de irmdos completos (CIMMYT e
Pirando) de milho (Zea mays L.), a populacdo de Pirando apresentou ganhos genéticos ao
longo dos ciclos de selecdo, aléem destes marcadores auxiliarem na deteccdo do loco
(umc1739) com maior nimero de alelos privados, os quais podem ser Gteis na identificacdo de
cultivares (CUNHA et al., 2014).

Outras pesquisas para identificacdo de progénies oriundas de autofecundacdo
contaminantes e hibridos verdadeiros em cruzamentos biparentais e policruzamentos por
marcador SSR tém sido utilizadas, visando a obtencéo de clones superiores com caracteres de
interesse provenientes de seus ancestrais (TEW e PAN, 2010; SANTOS et al., 2014;
XAVIER et al., 2014).

Neste trabalho, o objetivo foi identificar hibridos em progénies provenientes de

cruzamentos biparentais de cana-de-actcar usando marcadores SSR.
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6.2 Material e Métodos

6.2.1 Material vegetal

Foram empregadas 16 progénies Fi de trés cruzamentos: RB9419XRB99371;
RB9364XRB93509 e RB855511XRB92579. O método de hibridizacdo entre os genitores foi
realizado de acordo com os procedimentos padrdo do programa de melhoramento genético da
RIDESA (Rede Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor Sucroenergético)
(ROCHA et al., 2008). As cariopses obtidas foram armazenadas em camara fria. De cada um
dos cruzamentos foram reservadas cinco gramas de cariopses e estas foram semeadas em
bandejas plasticas, previamente identificadas e ap6s 50 dias as plantas foram transplantadas

em campo.

6.2.2 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada de acordo com o protocolo descrito por Nienhuis et
al. (1995) com modificagdes.

De cada progénie foram utilizados 2g de folhas novas para macera¢do com o auxilio
de almofariz e pistilo, onde se adicionou 10 mL de tamp&do CTAB 2% (2% de CTAB, 100mM
de Tris (pHS,0), 20mM de EDTA (pH 8,0), 1,4M de NaCl e 1% de PVP) e 20uL de B-
mercaptoetanol, para retardar a oxidacdo de metabdlitos secundarios. O macerado foi
transferido para tubos de ensaio e levados ao banho-maria a 65°C por 60 minutos.

Apos esse periodo de incubacdo, as amostras foram purificadas com a adicdo de
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) e centrifugados a 7.000 Xg por 30 minutos. O
sobrenadante obtido foi micropipetado e a ele adicionado alcool:acetato de aménio, mantido a
-20°C overnight para precipitacdo do DNA. As amostras foram centrifugadas a 14.000 Xg por
10 minutos e em seguida, o0 alcool: acetato de amonio foi descartado e substituido por etanol,
deixando-se 10 minutos em temperatura ambiente. Uma nova centrifugacéo foi realizada por
10 minutos a 14.000 Xg, sendo assim possivel descartar o sobrenadante e secar o precipitado
em temperatura ambiente. Apos, 0 DNA foi solubilizado em TE (ImM deTris e 0,1mM de
EDTA).

A concentragdo de DNA de cada amostra foi determinada em fluorimetro (DQ300
Quick Reference Guide).



66

6.2.3 Reacdo de SSR

As reacdes de SSR foram realizadas com 18 pL do volume final, contendo: 2 uM de
DNA [5ng/uL], 2 uM de cada par de primer [2uM] e 12 pL do mix TopTag Master Mix Kit
(Qiagen).

A amplificacdo consistiu de uma temperatura inicial de 94°C por 5 minutos, seguida
por 37 ciclos de amplificagcdo em 94°C por 40 segundos. As temperaturas de anelamento
especificas para cada par de primer foram: para 0 SMCS97CS (64°C), SCA06 (54°C), SCA07
(54°C), SCA08 (63°C), SCA10 (62°C), SCBO03 (63°C), SCB07 (54°C), e SCCO01 (56°C) por
40 segundos, 72°C por 40 segundos e 72°C por 2 minutos.

Os produtos de amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de agarose 3%
em tampdo TBE 0,5X, a 100 V por 1 hora e 55 minutos e corados com GelRed nucleic acid
slain. Posteriormente, os geis foram fotografados sob luz UV, em um transilluminator digital
(Benchtop). O tamanho dos fragmentos amplificados foram estimados por comparagdo com
marcador molecular de 300 kb DNA Ladder, Promega.

6.2.4 Andlise dos dados SSR

Os marcadores SSR séo considerados codominante, mas foram analisados como
marcadores dominantes. Por conta do genoma complexo da cana-de-agUcar, este apresenta
alta poliploidia, o que muitas vezes tem dificultado a distingdo dos alelos de cromossomas
homologos e a visualizacdo entre o heterozigoto ou homozigoto quando 0 mesmo possui
alelos iguais (CORDEIRO et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2009). A partir disso foi construida
uma matriz binéria, quanto a presenca (1) ou auséncia (0) de bandas (alelos). Os dados
binarios foram utilizados para realizar as analises.

O conteudo de informacdo de polimorfismos (PIC) de cada par de primer foi calculado
baseado no nimero de alelos (bandas) detectados por determinado loco e a frequéncia relativa

de cada alelo no conjunto dos gendtipos analisados, com base na equacéo:

PIC = 1 - X pij?,
Em que:
pi é a frequéncia do i-ésimo alelo marcador j (POWELL et al., 1996).
O programa STRUCTURE (PRITCHARD et al., 2000) baseado em estatistica
bayesiana foi utilizado alternativamente para inferir o nimero de grupos (k). Para defini¢do



67

do k mais provavel em relacdo aos propostos foram utilizados os critérios propostos por
Evano et al. (2005).

As progénies foram analisadas pelo perfil de amplificacdo dos parentais e classificadas
como: hibridos verdadeiros, autofecundacédo, ou contaminantes. A presenca de alelos (bandas)
de ambos 0s genitores presentes na progénie indicaram que o individuo é um hibrido
verdadeiro. Se a progénie apresentar apenas alelos do genitor feminino foram classificadas
como resultantes de autofecundagdo. A presenca de alelos na progénie que ndo estavam
presente nos genitores, a descendéncia foi considerada como resultante de pélen contaminante
ou mistura de sementes, e assim a progénie foi definida comocontaminante (SANTOS et al.,
2014; TEW e PAN, 2010).

Para a caracterizacdo da diversidade genética empregou-se o Programa Genalex 6.3
(PEAKALL e SMOUSE, 2006), analisando os seguintes paramentos: numero de alelos
observados (Na), nimero de alelos efetivos (Ne), indice de Shannon (l), heterozigosidade

esperada de Nei (He) (1973) e numero de alelos exclusivos (Ae).
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6.3 Resultados e discussao

Para as analises de parentesco e diversidade genética com marcador SSR foram
inicialmente usados oito pares de primers SSR que apresentam 37, 31 e 25 alelos para 0s
cruzamentos RB9419 X RB99371, RB9364 X RB93509 e RB855511 X RB92579
respectivamente, com uma média de 2,06 alelos por individuo. As bandas variaram em média

de 128 a 378 pares de bases (pb), para os trés cruzamentos de cana-de-agucar (Tabela 1).

TABELA 1 - Relacdo do numero de bandas amplificada para cada primer SSR em cruzamentos
biparentais de cana-de-acucar (Saccharum ssp). Primers SSR, Motif dos primers, Numero total de
alelos entre os gendtipos (NTA), Numero de alelos polimérficos entre os genétipos (NAP), Contetdo de
informacdo polimorfica (PIC), Heterozigosidade esperada (He) e Intervalo de pares de base dos alelos

(pb).

RB9419 X RB99371 RB9364 X RB93509 RB855511 X RB92579 Intervalo
Primers Motif NTA NAP PIC He NTA NAP PIC He NTA NAP PIC He (pb)
SMCS97CS (AG)31 6 6 0966 0,18 4 3 0,842 0,07 5 5 0961 0,145 128-300
SCA06 (TG)12 4 4 0971 0,135 4 4 0,938 0,134 3 2 0,848 0,071 195-376
SCA07 (AC)7 3 3 0,960 0,223 1 0 0,00 0,00 1 0 0,000 0,00 200-275
SCA08 (Ce)7 3 3 0,962 0,224 3 3 0,801 0,194 1 0 0,000 0,00 220-300
SCA10 (GA)7 4 4 0,934 0,186 3 3 0,826 0,131 3 2 0,811 0,100  195-300
SCB03 (CAG)5 3 3 0,951 0,142 3 3 0,945 0,137 1 0 0,000 0,00 270-330
SCBO07 (CGA)8 9 7 0,972 0,204 10 6 0929 0,187 9 4 0,937 0,10  150-300
SCC01 (GATA)14 5 5 0974 0,151 3 3 0,937 0,133 2 2 0,774 0,093  290-378
Média - 4,6 44 0,961 - 39 31 07777 - 31 19 0541 -
Total - 37 35 - - 31 25 - - 25 15 - -

O ndmero de alelos polimérficos variou de 15 a 35, com um polimorfismo de 47,2 a
97,2% para 0s cruzamentos.

Esse valor é similar ao estimado por Devarumath et al. (2012) que, analisaram a
variabilidade genetica entre 81 gendtipos de cana-de-agucar, a partir de 27 pares de primers
SSR, com amplificagdo de 79 alelos, dos quais 76 foram alelos polimoérficos (96,2%), com
uma média de 2,8 alelos por loco.

O alto nivel de polimorfismo detectado pode estar relacionado a natureza do genoma da
cana-de-acgucar, uma especie poliploide (COSTA et al., 2011).

O valor do conteudo de informacdo polimorfica (PIC) € um indicador de qualidade
informativa de cada par de primer. O PIC est4 relacionado com o numero de alelos e o
namero de gendtipos em estudo (RAJENDRAN et al., 2014). Este pode ser classificado como
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altamente informativo quando o valor de PIC for maior do que 0,5, moderadamente
informativo quando o valor varia de 0,5 a 0,25 e ndo informativo quando o seu valor é inferior
a 0,25 (BOTSTEIN et al., 1980).

Os resultados do PIC para o primeiro cruzamento (RB9419XRB99371), esta dentro da
classe de muito informativo para todos os pares de primers, com média de 0,961. Para a
maioria dos primers utilizados nos cruzamentos RB9364XRB93509 e RB9855511XRB92579
o0 PIC foi considerado informativo com média de 0,777 e 0,541, respectivamente. No entanto,
os primers SCAO07, SCA08 e SCBO03 apresentaram o valor do PIC zero, indicando perfis
monomorficos.

A heterozigosidade por primer no primeiro cruzamento variou de 0,135 a 0,224. Para
0 cruzamento RB9364XRB93509 houve um primer (SCAQ07) com auséncia de heterozigotos.
Para o ultimo cruzamento RB9855511XRB92579, trés pares de primers (SCA07, SCA08 e
SCBO03) ndo foram heterozigotos. Por se tratarem de cruzamentos com gendtipos aparentados,
baixos indices ou mesmo auséncias de heterozigosidade, podem ocorrer para a maioria dos
locos nas progénies avaliadas neste estudo (CRESTE et al., 2010). Assim, ocorrem variagdes
entre os resultados, possivelmente por conta das diferencas entre os gendétipos.

Dos oito pares de primers SSR analisados, cinco (SMCS97CS, SCA06, SCAL0,
SCBO07 e SCCO01) foram considerados altamente informativos para os trés cruzamentos de
acordo com o PIC, por apresentarem locos passiveis de interpretacdo, para a identificacdo de
hibridos verdadeiros e contaminantes.

A eficiéncia de discriminacdo de apenas dois pares de primers SSR foi capaz de
identificar 66 acessos pertencentes ao género Saccharum (S. officinarum, S. sponfaneum, S.
sinense) (CORDEIRO et al., 2003). Esta diferenca de eficiéncia pode ter ocorrido por conta
das diferencas nos genotipos avaliadas (DA SILVA, 2001).

Diante destas informacdes desses primers, foi possivel estimar a ocorréncia de alelos
exclusivos ou alelos privados, ou seja, aqueles que estdo presentes em cada genitor
distintamente (Tabela 2). Entre os alelos identificados para os genitores femininos (RB9419,
RB9364 e RB855511) foram verificados seis, trés e dois alelos, e para 0s genitores
masculinos (RB99371, RB93509 e RB92579) foram dois e trés alelos, respectivamente.
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TABELA 2. As cultivares usadas com genitores (feminino e masculino), classificacdo do sexo de
cada uma, namero de alelos exclusivos em genitor, nimero de alelos em comuns, porcentagens de
hibridos verdadeiros e contaminantes identificado em cada cruzamento.

Hibridos
Genitores Alelos exclusivos verd%;iewos
Alelos (%) Contaminantes
Feminino Masculino Feminino Masculino comuns (%)
RB9419 RB99371 6 2 9 29 71
RB9364 RB93509 3 3 10 74 26
RB855511 RB92579 2 3 11 73 27

Os alelos exclusivos podem ser utilizados como marcadores dos individuos dentro do
cruzamento e a depender da caracteristica a ser manifestada por este, tornando-se um aspecto
importante para os programas de melhoramento visando identificar este alelo em outros
individuos. Assim, identificar gendtipo a partir deste é possivel, e por hibridacdes ocorre a
transferéncia do alelo para os descendentes (SIGNORINI et al., 2013).

A presenca de alelos comuns também foi detectada no genitor feminino e masculino
de cada cruzamento. O cruzamento RB9419XRB99371 com nove alelos em comum, o
cruzamento RB9364XRB93509 e RB855511XRB92579 observou-se 10 e 11 alelos comuns
entre 0s genitores, respectivamente. Os alelos herdados pelas progénies sdo da unido dos
gametas dos seus possiveis genitores (pais). Caso a progénie apresente alelos apenas do
genitor feminino, esta sera resultante de autofecundacdo, o que ndo foi observado neste
trabalho.

As transmissoes de alelos entre cada cruzamento foi constatada por marcadores SSR,
0s quais podem ser Uteis para identificar os hibridos verdadeiros. O perfil de amplificacdo
gerado pelos cinco pares de primers SSR foi possivel observar os alelos dos genitores
presentes nas progénies, chamados de hibridos verdadeiros.

Para dois cruzamentos, a segregacéo dos alelos dos parentais foi observada na maioria
das progénies, para os cruzamentos RB9364XRB93509 e RB9855511XRB92579 foram
constatados 74 e 73% de hibridos verdadeiros, respectivamente. As demais foram
contaminantes. Para o cruzamento RB9419XRB99371 identificou-se 29% de hibridos
verdadeiros, descentes de ambos os genitores e 73% foram classificadas como progénies
contaminantes.

A ocorréncia de progénies contaminantes foi verificada por Santos et al. (2014) ao
analisarem a paternidade dos cruzamentos RB863129XSP93-3500 com 19 progénies e
SP832847XRB98710 com 20 progénies, encontraram uma variacdo de 15,79 a 80% para de

progénies oriundas de contaminacgéo, ou seja, de pdlen desconhecido. Em outro trabalho, com
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policruzamentos também verificaram 23,95% de progénies contaminadas, com pdélen de
genitores desconhecidos. Ndo se sabe o motivo, pode ter ocorrido antes do emparelhamento
dos pais, ou a falta de isolamento das paniculas durante a maturagdo das cariopses (TEW e
PAN, 2010).

Assim, os marcadores SSR possibilitaram a confirmacao da descendéncia de progénies
de cana-de-agUcar. A estrutura genética dos 54 individuos foi analisada por meio do programa
STRUCTURE 2.3 que determinou o nimero de grupos (k), o mais provavel em relacdo ao
proposto com valores de AK. Através do critério usado, o niimero de grupos estimado foi
igual a quatro (Figura 1).
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FIGURA 1. Distribuicdo para gendétipos obtidos de trés cruzamentos biparentais de cana-de-agucar
com pares de primers SSR (SMCS97CS, SCA06, SCA10, SCB07 e SCCO01) classificados como mais
informativos (AK=4). Progénies e genitores sdo representados pelas barras verticais coloridas. A cor
indica o0 cruzamento: verde RB9419XRB99371, amarela RB9364XRB93509, azul
RB855511XRB92579 e a vermelha outra base genética. Cores diferentes no mesmo individuo indicam
a porcentagem do genoma compartilhado com cada grupo.

Verificou-se a formacdo de trés grupos, o primeiro (verde) representa os genitores e a
maioria das progénies do cruzamento RB9419XRB99371, o segundo (amarelo) com o
cruzamento RB9364XRB93509 e o terceiro (azul) com os genitores e 14 progénies do
cruzamento RB855511XRB92579. Os resultados permitiram a identificacdo da relacdo de
parentesco entre 0s genitores e as progénies de cada cruzamento. Um quarto grupo (vermelho)
menor foi formado por seis progénies, sendo quatro progénies (F11, F14, F15 e F16) do
primeiro cruzamento e duas (F6 e F16) do dltimo cruzamento, possivelmente com
caracteristicas mais divergentes em relacdo as outras progénies.

Com isso a estrutura genetica dos trés cruzamentos foi definida, o primeiro
cruzamento RB9419XRB99371 apresenta maior variagdo na sua estrutura. Observado-se 0
resultado anterior para o PIC e a identificacdo de progénies contaminantes obteve maiores
resultados, quando comparado com os outros dois cruzamentos.

Na busca pela quantificacdo da diversidade genética em familias, outras medidas
descritivas vém sendo utilizadas, possibilitando inferir sobre a diversidade da familia, entre
elas 0 numero de alelos efetivos que variou de 1,287 a 1,136; o indice de Shannon com
variacdo de 0,270 a 0,121 (Tabela 3).
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TABELA 3. Pardmetros de diversidade genética em cruzamentos biparentais de cana-de-aglcar
(Saccharum ssp) com base nos primer de SSR. NUmero de alelos (Na), Nimero de alelos efetivos
(Ne), Indice de Shannon (1) Heterozigosidade esperada (He) e Numero de Alelos exclusivos (Ae).

Pardmetros RB 9419XRB99371 RB9364XRB93509 RBRB855511XRB92579  Média

total
Na 1,125 0,844 0,625 0,872
Ne 1,287 1,216 1,136 1,213
I 0,270 0,192 0,121 0,194
He 0,177 0,128 0,080 0,128
Ae 22 12 07 13,666

O indice de Shannon varia de 0 a 1, e considera-se que, quanto mais préximo o valor
for de zero, mais baixas sdo as diversidades (BOTREL et al., 2006).

A heterozigosidade esperada (He) nos cruzamentos RB9419XRB99371,
RB9364XRB93509 e RBRB855511XRB92579 foi de 0,177; 0,128 e 0,080, respectivamente,
com média de 0,128.

Em estudo realizado em acessos de melancia Mujaju et al. (2013) se encontrou valores
de heterozigosidade com uma média 0,10, valor inferior ao encontrado neste estudo. A
heterozigosidade entre duas populacdes de cevada, foi de 0,4333 para cultivares comerciais e
0,5098 para acessos selvagens, indicando uma moderada diversidade genética entre 0s acessos
selvagens (ZHANG et al., 2014).

Esses valores para os parametros da diversidade podem ser atribuidos ao nimero de
individuos analisados e, consequentemente, um aumento no tamanho da amostra pode resultar
em valores mais elevados (NYBOM, 2004).

Além, do efeito endogdmico que pode ocorrer pelo processo de hibridacdo entre
gendtipos aparentados em cana-de-acUcar, 0 que revela também o aumento da homozigose
dentro das familias. No cruzamento RB9419XRB9937 observou-se mais progénies
contaminantes em relacdo aos outros dois cruzamentos, o que possivelmente influenciou na
diversidade genética encontrada.

O valor do namero de alelos exclusivos (Ae) ou privados encontrados foi de 22, 12 e
sete para os cruzamentos RB9419 X RB99371, RB9364 X RB93509 e RBRB855511 X
RB92579, respectivamente. Estes alelos, possivelmente estdo influenciando na variabilidade
genética das familias em estudo.

Desta forma, um dos objetivos de um programa de melhoramento é obter informacdes
genéticas das familias que sdo compostas por clones superiores, mas para estimar corretamente a
variabilidade genética dentro das familias, os individuos tém que apresentarem a mesma
descendéncia (WANG et al., 2009).
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6.4 Conclusao

Os marcadores SSR permite a identificacdo de progeneis contaminantes e hibridos

verdadeiros em cruzamentos biparental.
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