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RESUMO

SANGLARD, Natália Arruda. Marcadores moleculares associados aos teores de sacarose
e fibra em cana-de-açúcar. 2013. 75p. Dissertação (Mestrado em Fitossanidade e
Biotecnologia Aplicada). Instituto de Biologia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2013.

A cana-de-açúcar (Saccharum spp.) está entre as espécies de maior importância econômica no
mundo, constituindo uma das principais fontes de produção de açúcar e etanol. Apresenta
elevada produção de biomassa e ampla variabilidade fenotípica para os atributos de interesse.
Aspectos econômicos e tecnológicos do cultivo e da cultura precisam ser melhorados visando
atender as necessidades do setor sucroenergético. Dentre estes, o melhoramento genético da
cultura para a produtividade de sacarose e a qualidade de fibras tem demandado significativo
esforço. Um importante avanço a respeito do seu genoma tem surgido com o emprego de
marcadores moleculares, especialmente aqueles ligados aos genes de interesse, a exemplo
ESTs-SSRs. A análise de ESTs (Expressed Sequence Tags) é uma estratégia que aborda a
porção expressa do genoma, ideal para a análise do polimorfismo das regiões transcritas de
genomas complexos altamente redundantes, como o da cana-de-açúcar. O objetivo desse
estudo foi desenvolver marcadores moleculares ESTs-SSRs discriminante de múltiplos
segmentos de DNA, robustos e capazes de classificar grupos genotípicos correlacionados com
os fenótipos de produção de sacarose e fibras, características econômicas importantes para a
integração nos programas de melhoramento da cana-de-açúcar. A genotipagem da população
foi realizada com oito combinações de primers ESTs-SSRs, selecionados a partir do banco de
ESTs e aplicadas aos 81 progênies em fase T1 resultantes de um cruzamento biparental com
genitores contrastantes para a característica de fibras e sacarose. Inicialmente, os primers
foram aplicados aos genótipos contrastantes em quatro classes fenotípicas com 12 genótipos
em cada, caracterizados para o elevado e baixo teor de açúcares e fibras. Depois da análise de
ligação genética, evidenciou-se que os amplicons provenientes do conjunto de primers
1,4βMEH, DPB, CytB5 e PKL apresentaram os melhores valores de escore Z, indicando a 
estreita ligação com o fenótipo correspondente. Estes primers foram aplicados na população
de 81 progênies T1. Verificou-se que em média 12,5 amplicons foram amplificados a cada
gene, número maior que o valor básico de genomas, evidenciando a duplicação gênica. Os
marcadores 1,4βMEH de tamanho inferirores a 600 pb discriminaram as características de 
baixa produção de sacarose e elevados teores de fibras. O conteúdo de informação do
polimorfismo situou-se entre 0,51 e 0,66 e a análise genotípica estruturou seis agrupamentos
cujos genótipos organizaram-se segundo o fenótipo apresentado em quatro grupos distintos e
os outros dois grupos foram compostos por genótipos de valores fenotípicos intermediários. A
divergência genética entre grupos genotípicos segundo a análise de multivariada foi de ~0,15.
O presente estudo mostrou que o caráter fenotípico pode ser mais eficientemente controlado
por determinados amplicons específicos de que pelo conjunto total de amplicons e que a
contribuição da combinação destes marcadores genotípicos codifica para uma maior ou menor
expressão fenotípica.

Palavras-chaves: polimorfismo, marcador funcional, genótipo associado ao fenótipo.



viii

ABSTRACT

SANGLARD, Natalia Arruda; Molecular markers associated with levels of sucrose and
fiber in sugarcane. 2013. 75p. Dissertation (Master Science in Phytossanitary and Applied
Biotechnology). Instituto de Biologia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2013.

The sugarcane (Saccharum spp.) is among the most economically important species in the
world, constituting a major source of production of sugar and ethanol. It has high biomass
production and wide phenotypic variability for the attributes of interest. The economic and
technological aspects of the cultivation and crop need to be improved in order to attend the
needs of the sugar-energetic sector. Among them, the genetic breeding of the crop for yield of
sucrose and fiber quality has required significant effort. An important development regarding
its genome has arisen with the use of molecular markers, especially those linked to genes of
interest, such as ESTs- SSRs. The analysis of ESTs (Expressed Sequence Tags) is a strategy
that addresses the expressed portion of the genome, ideal for polymorphism studies of
transcribed regions of complex genomes highly redundant, as the sugarcane. The aim of the
this study was to develop molecular markers multi-allelic functional, robust and
discriminatory heterotic groups with phenotypes related to plant structure, sucrose and fiber
production, economic characteristics important for integration into breeding programs of
sugarcane. The population genotyping was performed with eight EST-SSRs primer
combinations, selected from the database of ESTs and applied to the 81 progenies in the first
selection phase (T1) derived of biparental crosses with contrasting genitors for the
characteristic fiber and sucrose. Initially, primers were applied to contrasting genotypes in 4
phenotypic classes with 12 genotypes in each, characterized for the high and low sugar and
fiber contents. After linkage analysis showed that some amplicons dos primers 1.4 βMEH, 
DPB, and CytB5 PKL showed the best values of Z-score, indicating high connection with the
corresponding phenotype. These primers were applied on the population of 81 progenies
T1.Verified that on average 12.5 amplicons were amplified for each gene, number greater
than the basic genome from plant, evidencing the gene duplication. The molecular markers
1,4βMEH minor 600 pb they are discrimint for characteristics sucrose low production and 
higt level of fibers.The Polymorphism Information Content was between 0.51 and 0.66.
Genotypic analysis structured six groups whose genotypes were organized according to the
phenotype displayed in four distinct groups and the other two groups were composed of
genotypes phenotypic values intermediates. The genetic divergence between heterotic groups
according to multivariate analysis was ~0.15. This study showed that the phenotypic character
can be more efficiently controlled by some specific amplicons that the total set, and the
contribution of these alleles coding for a higher or lower phenotypic expression.

Key words: polymorphism, functional marker, genotype associated from phenotype.
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1 INTRODUÇÃO GERAL

O Brasil é um país expoente na produção mundial de cana-de-açúcar e de alguns de
seus derivados, como o açúcar e o álcool. Na safra 2010/2011, o setor sucroenergético
movimentou cerca de R$ 60 bilhões de reais por ano, o que correspondeu a 1,6% do PIB
nacional e 18% da matriz energética. É representado por 435 usinas e destilarias e gera
aproximadamente 4,5 milhões de empregos diretos e indiretos no Brasil (PROCANA, 2012).
Devido à expressividade desses números o agronegócio da cana-de-açúcar compõe-se de elos
geradores de várias oportunidades de negócios e possui um futuro promissor no mercado
mundial.

O contínuo desenvolvimento do setor sucroenergético depende da obtenção de novas
variedades que atendam às necessidades do mercado e garantam o aumento do lucro às
empresas do ramo. Os programas de melhoramento genético da cana-de-açúcar estão atentos
às novas demandas e foram responsáveis pela mudança no perfil varietal dos clones atuais por
meio de estratégias de cruzamento e seleção diferenciadas (LANDEL e SILVA, 2004;
PALHARES, 2010).

A cana-de-açúcar é uma planta octaplóide, com 100 a 120 cromossomos distribuídos
em 8 genomas básicos, o genoma monoplóide comporta a razão de 750 a 930 Mb e o
conjunto poliplóide completo varia entre cultivares em aproximadamente 10 Gb (D’HONT et
al., 2008). O alto nível de ploidia e a complexidade citogenética das espécies de Saccharum,
envolvendo classes variadas de cromossomos e eventos de recombinação, torna a cultura mais
complexa do ponto de vista genômico em que o melhoramento genético tem sido aplicado.

Um progresso no entendimento sobre a complexidade genética e genômica da cana-
de-açúcar tem sido alcançado com o emprego de marcadores moleculares. A incorporação
destes na seleção de características econômicas durante os primeiros estágios de
melhoramento, assim como, na escolha de melhores parentais em um cruzamento, pode
reduzir significativamente o tempo de desenvolvimento de novas variedades.

Dentre os marcadores moleculares disponíveis, destacam-se os microssatélites. São
marcadores baseados em PCR, de alta reprodutibilidade e repetibilidade (QI et al., 2012).
Apresentam alto poder discriminatório, muito polimórfico e de fácil metodologia (XU e
CROUCH, 2008; CHEN et al., 2009). Para a obtenção dos primers dos gSSRs, o
conhecimento das sequências de DNA é necessário e constitui-se num dos principais
obstáculos (QI et al., 2012).

Os marcadores microssatélites que são obtidos a partir de sequências expressas (ESTs-
SSR), são de fácil obtenção em razão da ampla disponibilidade de ESTs nos bancos de dados
(SILVA et al., 2012), eliminando a necessidade do sequenciamento genômico (PINTO et al.,
2004), ou do enriquecimento por bibliotecas de SSRs (CORDEIRO et al., 2001).

Os bancos de dados de sequências expressas (ESTs) permitem o desenvolvimento de
marcadores microssatélites pela busca de sequências repetitivas (EST-SSRs), sendo a análise
destes, uma estratégia simples para o estudo da porção expressa do genoma, ideal para
genomas grandes, complexos e altamente redundantes, como a cana-de-açúcar (GARSMEUR
et al., 2011). Os ESTs-SSRs permitem a análise da região transcrita do genoma facilitando a
discriminação de sequências alvos como locos gênicos ligados a caracteres de interesse
agronômico, especialmente em plantas poliplóides (UKOSKIT et al., 2012). Além disso, os
sítios de iniciadores são mais conservados, possibilitando a amplificação heteróloga entre
espécies, aumentando seu valor em programas de melhoramento (FRASER et al., 2004). Os
ESTs-SSRs podem ser aplicados no mapeamento de ligação baseando-se na associação do
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genótipo/fenótipo (OLIVEIRA et al., 2007), assim como na detecção das múltiplas interações
dos alelos com os fenótipos (FICKLIN et al., 2010).

Uma fonte para a identificação de novos marcadores ESTs-SSRs é o grande número
de projetos abrangendo várias espécies vegetais que contém pelo menos 40 mil bibliotecas de
ESTs depositadas no GenBank. A cana-de-açúcar gênero Saccharum é bem representada, com
bibliotecas de ESTs de 24 espécies em 78 projetos. Destes, 55 são projetos para ESTs de
cultivares comerciais (Saccharum hibridum). Dentre eles, o projeto brasileiro SUCEST
(Brazilian Sugarcane EST Project), abordou o genoma funcional de Saccharum hibridum
cultivar SP80-3280 com 135.543 sequências de ESTs e revelou in silico 552 sequências de
ESTs-SSRs, potencialmente possíveis de aplicação direta nos programas de melhoramento
genético (DIOLA et al., 2013).

Neste contexto, no sentido de explorar as informações contidas a partir de ESTs
depositados no NCBI, desenvolveu-se neste presente estudo de marcadores moleculares do
tipo microssatélites, visando aprofundar estudos relacionados aos genes que controlam
características de importância agronômica e industrial, como a produtividade sacarose e a
qualidade de fibras em cana-de-açúcar.

A partir deste estudo, foi possível mostrar a eficiência dos ESTs-SSRs em detectar a
associação do genótipo ao fenótipo. A estratégia utilizada aqui pode ser expandida para outras
características alvos de interesse agronômico cujo objetivo seja atender as demandas do
melhoramento genético, na intenção de melhorar a eficiência de seleção e reduzir o tempo de
obtenção de novas variedades de cana-de-açúcar.

O presente estudo teve como objetivo geral a obtenção de marcadores moleculares
ESTs-SSRs robustos, discriminantes de múltiplos locos capazes de formarem agrupamentos
genotípicos associados com fenótipos relacionados à produção de sacarose e fibras,
características econômicas importantes para a integração nos programas de melhoramento da
cana-de-açúcar.

Para alcançar esse objetivo, foram traçados os seguintes objetivos específicos:

 Caracterizar fenotipicamente materiais selecionados em fase T1 do melhoramento para a
característica de sacarose e fibras.

 Caracterizar genotipicamente materiais genéticos com genitores contrastantes para os
teores de sacarose e fibra.

 Analisar a associação genótipo fenótipo buscando a interação para as características
relacionadas à sacarose e fibra.
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2 REVISÃO DE LITERATURA

2.1 A Cana-de-Açúcar

2.1.1 A cultura da cana-de-açúcar e seus aspectos agronômicos

A cana-de-açúcar (Saccharum spp.) pertence à família Poaceae e à classe
Monocotiledônea. As principais espécies surgiram na Oceania (Nova Guiné) e na Ásia (Índia
e China) e as variedades cultivadas no Brasil e no mundo são híbridos multiespecíficos. Foi
melhorada por muitos séculos de cultivo, originada por uma série de cruzamentos
interspecíficos entre Saccharum officinarum L. e S. spontaneum (L.), que são poliplóides.
Este processo de introgressão providenciou o maior avanço no melhoramento da cana-de-
açúcar, solucionando uma série de problemas relativos a doenças da cana e também
providenciou benefícios adicionais, como aumento da colheita e adaptação a estresses
abióticos (ROACH e DANIELS, 1987).

A parte aérea da planta é formada por colmos, folhas e inflorescências, enquanto a
parte subterrânea por raízes e rizomas. As principais características dessa família são a
inflorescência do tipo panícula, o crescimento do caule em colmos, as folhas com lâminas de
sílica em suas bordas e a bainha aberta (FRANÇA e JASINSKI, 2007). É propagada de forma
vegetativa, através de brotações das gemas laterais presentes nos nós dos colmos (SEGATO et
al., 2006; CASAGRANDE, 2008).

O colmo, responsável pela sustentação das folhas e panículas, é dividido em nós e
entrenós, sendo constituído em termos anatômicos de um cilindro sólido e fibroso, com
espaços livres entre os tecidos vasculares ocupados por um parênquima com células ricas em
carboidratos. O comprimento dos colmos pode chegar aos cinco metros, porém em alguns
casos alcançam até seis metros (MONTE, 2004). A cicatriz foliar, anel de crescimento e a
zona radicular são encontrados na região do nó.

A cultura realiza o ciclo fotossintético do tipo C4 e possui alta eficiência na conversão
de energia solar em açúcar e fibras. É provavelmente uma das espécies vegetais que alcança
maior eficiência energética (BRUNINI, 2008) convertendo quase 8% da energia solar
capatada em energia bioquímica (GOVINDJEE e GOVINDJEE, 2012). No decorrer do ciclo
de crescimento e desenvolvimento, a cana-de-açúcar atravessa dois períodos distintos com
relação ao teor de sacarose: o primeiro é assinalado por um intenso crescimento vegetativo
acompanhado por uma gradual formação de sacarose, enquanto que no segundo ocorre um
predominate acúmulo de sacarose, motivado pela escassez dos principais fatores de
desenvolvimento vegetativo, como temperatura e água disponível.

De maneira geral, pode-se afirmar que a brotação, o perfilhamento e o crescimento são
praticamente nulos em temperaturas abaixo de 20ºC, e entre 25ºC e 30ºC são ótimos; acima
de 35ºC voltam a ser praticamente nulos. Na maturação, a temperatura média do ar deve ser
menor que 20ºC, ou seja, o desenvolvimento vegetativo é paralisado e a planta passa a
elaborar mais sacarose que será acumulada como substância de reserva, elevando seus teores
no colmo (ANDRADE e CARDOSO, 2004).

Para melhorar o rendimento em biomassa, aumentando a concentração de sacarose no
colmo é necessário um conhecimento maior do metabolismo de sacarose, transporte e
interações entre fonte-dreno que regulam o acúmulo de sacarose. Órgãos de fonte e dreno
devem ser coordenadamente regulados pela expressão gênica e atividade enzimática de forma
a produzir crescimento rápido e acúmulo de sacarose eficiente (CHAMBRA et al., 2011)
como será visto posteriormente.
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2.1.2 Aspectos econômicos da cultura da cana-de-açúcar

A cana-de-açúcar tornou-se um dos produtos mais importantes do agronegócio
brasileiro e, desde que foi introduzida pelos portugueses no século XVI destaca-se entre as
principais culturas do Brasil (LUCCHESI, 2001). Com a criação do Programa Nacional do
Álcool (Proalcool) em 1975, como estratégia para lidar com a crise do petróleo, a cana-de-
açúcar vem mantendo uma forte participação na economia nacional. A partir desse momento,
os programas de melhoramento investiram em tecnologias de ponta, aplicados tanto na
agricultura como na indústria, tornando a cana-de-açúcar uma cultura bem estabelecida no
Brasil (MATSUOKA et al., 2009). É cultivada em todo o território, estando a produção
concentrada no Centro-Sul e Nordeste o que confere ao Brasil a possibilidade de produzir e
abastecer o mercado com açúcar e álcool ao longo de todo o ano. A região Sudeste é a maior
produtora, com mais de 60% da área total plantada, seguida pela região Centro-Oeste, com
15% e Nordeste, com 14% da área total (CONAB, 2011).

De acordo com informações da Companhia Nacional do Abastecimento (CONAB), a
produção brasileira de cana-de-açúcar na safra 2011/2012 foi de 588,915 milhões de
toneladas, numa área cultivada de 8.434,3 mil hectares e produtividade média de 69.824
kg/ha, 9,8% menor que a da safra 2010/11, que foi de 77.446 kg/há (CONAB, 2011). A
diminuição da produtividade nesta safra está ligada a diversos fatores como a estiagem
ocorrida de abril a outubro de 2010, a escassez de chuvas no mês de maio de 2011, a
ocorrência de geadas em São Paulo, Mato Grosso do Sul, e Paraná e o florescimento em
excesso de boa parte da lavoura, proporcionando a maior queda da produtividade dos últimos
anos. Na mesma safra, o Brasil alcançou produção total de açúcar de 37,06 milhões de
toneladas e cerca de 27,09 bilhões de litros de etanol. A cultura responde por 44% do
comércio mundial de açúcar, sendo o total de cana destinado à produção de açúcar estimado
em 308,88 milhões de toneladas.

Apesar da indiscutível relevância da produção de açúcar, o principal responsável pela
projeção do setor sucroalcooleiro recentemente é o etanol, uma fonte de energia mais limpa e
que figura como principal alternativa ao petróleo e seus derivados. O país compete com os
Estados Unidos a liderança na produção mundial. A exportação brasileira de etanol para os
Estados Unidos foi de 1,14 bilhão de litros em 2011, representando 96,7% do total de etanol
importado pelo Brasil no referido ano, de acordo com dados da Secretaria de Comércio
Exterior (Secex) do Ministério do Desenvolvimento, Indústria e Comércio Exterior (MDIC).
A quantidade é recorde e muito superior aos 74 milhões de litros importados em 2010
(AUTOMOTIVE BUSINESS, 2013). Tal aumento foi impulsionado pelos prêmios pagos
pelos EUA para o etanol avançado, categoria em que o etanol de cana-de-açúcar está incluído,
por ter ciclo de emissões reduzidas em relação ao álcool de milho, graças ao maior
aproveitamento da biomassa no processo industrial, à maior produtividade da cana e
reabsorção de CO2 nas plantações.

Os variados usos possíveis da cana-de-açúcar como matéria-prima têm gerado
aumento do interesse de produtores de vários países pela cultura (LAM et al., 2009). A cultura
canavieira pode ser utilizada como forragem animal, matéria-prima para aguardente e para
processos industriais de produção de ácido acético, butanol, papel, madeira compensada e
enzimas industriais (ARENCIBIA, 1998; CIDADE et al., 2006). Além disso, gera a partir dos
seus resíduos, o etanol de segunda geração convertido em biocombustível, energia elétrica e
eteno, uma matéria prima do polietileno para produção de plásticos (UNICA, 2012).

A cana-de-açúcar (Saccharum spp.) é realmente uma cultura de significativa
importância econômica, com previsão de alcançar uma taxa média de aumento na produção
de açúcar de 3,25%, até 2018/19, para um total de 47,34 milhões de toneladas do produto.
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Para as exportações, o volume previsto para 2019 é de 32,6 milhões de toneladas (MAPA,
2012).

2.1.3 Aspectos de origem genética da cana-de-açúcar

A cana-de-açúcar é uma planta alógama (WALKER, 1987), com uma taxa de
autofecundação que varia de 2,8 a 17,6% (BARBOSA et al., 2005). Pertence a família
Poaceae (Gramineae), tribo Andropogoneae e gênero Saccharum, com seis espécies
conhecidas entre as quais se distinguem duas categorias: (1) as espécies selvagens: S.
robustum Brandes e Jesweit ex Grassl e S. spontaneum L. e (2) as espécies domesticadas: S.
officinarum L., S. barberi Jesw., S. sinense Roxb. e S. edule Hassk (NAIDU e
SREENIVASAN, 1987; ROACH e DANIELS, 1987; MATSUOKA et al., 2005).

O processo evolutivo que originou as espécies de cana-de-açúcar vem sendo mais bem
definido com estudos moleculares e citogenéticos realizados nas últimas décadas. Tais
estudos reduzem a possibilidade de contribuição dos gêneros Erianthus e Miscanthus para a
origem das espécies de cana (GLASZMANN et al., 1989; 1990; D’HONT et al., 1993; LU et
al., 1994; D’HONT et al., 1995; BESSE et al., 1997; ALIX et al., 1998; 1999; D’HONT et al.,
2002). A cana evoluiu a partir de uma linhagem ancestral comum pertencente exclusivamente
ao gênero Saccharum (GRIVET et al., 2004). A maioria dos autores diverge quanto ao local
exato onde se iniciou o seu cultivo (GOMES e LIMA, 1964; ETHIRAJAN, 1987; CESNIK e
MIOCQUE, 2004; RIPOLI et. al., 2007). A cana-de-açúcar provavelmente é originária das
regiões da Indonésia e Nova Guiné e foi melhorada por muitos séculos de cultivo, originada
por uma série de cruzamentos interespecíficos entre S. officinarum e S. spontaneum
(D’HONT et al., 2008).

A espécie S officinarum (2n=80) compreende as chamadas canas nobres ou canas
tropicais, caracterizadas pelos seus altos teores de sacarose, porte elevado, colmos grossos,
pouco teor de fibra, considerada um alopoliplóide e uma das principais espécies que
contribuíram com genes para as cultivares cultivadas atualmente no mundo, sendo espécie-
base dos programas de melhoramento (MING et al., 1998).

Por sua vez, S. spontaneum (2n = 40-128) apresenta plantas de colmos curtos e finos,
fibrosos, praticamente sem açúcar, sistema radicular bem desenvolvido, perfilhamento
vigoroso e abundante. São plantas muito rústicas, vegetando bem nas mais diversas condições
de solo e clima; apresenta resistência a condições adversas, oferecendo grande contribuição ao
melhoramento. Esta espécie tem ampla distribuição geográfica, podendo ser encontrada do
Japão á Nova Guiné e do Mediterrâneo à África (MURKHERJEE, 1957).

Em razão da origem de cruzamento interespecífico entre S. officinarum e S.
spontaneum, o genoma sofreu sucessivas duplicações, apresentando elevada poliploidia
(octaplóide), com 100 a 120 cromossomos distribuídos em 8 genomas básicos, contendo o
genoma monoplóide a razão de 750 a 930 Mb e o conjunto completo variando entre cultivares
para aproximadamente 10 Gb (D’HONT et al., 2008). O genoma monoplóide é comparável ao
do sorgo (~760 Mb) e duas vezes o do arroz (~430 Mb) (D’HONT e GLASZMANN, 2001).

A confirmação de que o genoma dos híbridos modernos é composto pela reunião dos
genomas das espécies S. officinarum e S. espontaneum, com a predominância de S.
officinarum inclui estudos de hibridização in situ (PIPERIDIS e D’HONT, 2001). Variedades
cultivadas submetidas a estes estudos apresentaram de 10 a 20% de cromossomos de S.
spontaneum. Com o mapeamento genético, Grivet et al (1996) e Hoarau et al. (2001),
demonstraram a ocorrência de recombinações entre cromossomos dos dois parentais (5% a
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17% de cromossomos recombinantes) e os demais são de S. officinarum (PIPERIDIS e
D’HONT, 2001; D’HONT, 2005).

No genoma dessas cultivares evidencia-se a coexistência de duas organizações
cromossômicas distintas, devido às diferenças no número básico de cromossomos de S.
officinarum e S. spontaneum (D’HONT et al., 1996). Hibridização fluorescente in situ (FISH)
e genes rDNA indicaram que os 80 cromossomos de S. officinarum se encontram organizados
em 8 cópias homólogas, de um conjunto básico de 10 cromossomos diferentes (2n = 10x =
80), enquanto que os 40 a 128 cromossomos de S. spontaneum estão organizados em 5 a 12
cópias homólogas, com conjunto básico de 8 cromossomos diferentes (2n = 8x = 40-128)
(D’HONT et al., 1998; HA et al., 1999). Assim, nos híbridos interespecíficos cromossomos
homólogos coexistem, apresentando diferenças na organização estrutural (D’HONT et al.,
1996; GRIVET et al., 1996). A estrutura da cultivar moderna R570, atualmente tomada como
referência, está representada na figura 1.

Figura 1: Representação esquemática do genoma da variedade R570. O genoma é derivado
da hibridação interespecífica entre S. officinarum (2n = 8x = 80) e S. spontaneum (2n = 5x a
16x = 40 a 128). 10% a 20% dos seus cromossomos são herdados de S. spontaneum (barras
cinzentas), 70% a 80% são herdados de S. officinarum (barras brancas) e cerca de 10% são o
resultado de recombinação entre cromossomos das duas espécies ancestrais. Fonte: D’HONT
et al. (2008).

Nesse contexto, considera-se a cana-de-açúcar como uma das espécies cultivadas de
maior complexidade genética. Existe um crescente empenho em estudar seu genoma e usar
essas informações em programas de melhoramento.

2.1.4 Poliploidia na cana-de-açúcar

Hieter e Griffiths (1999) estimaram que cerca de 50% das espécies vegetais de
interesse são poliplóides, como é o caso da cana-de-açúcar. Os poliplóides caracterizam-se
pela presença de vários cromossomos por grupo de hom(e)ologia (GRIFFITHS et al., 2004).
Se o número de cromossomos nas células somáticas é um múltiplo do número básico da
espécie é dita euplóide, caso contrário, a planta é aneuplóide. Os inúmeros aspectos da
poliploidia podem ser consultados em trabalhos de vários autores (STEBBINS, 1971; LEWIS,
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1980; LEITCH e BENNET, 1997; RAMSEY e SCHEMSKE 1998, 2002; SOLTIS e SOLTIS,
1999; OTTO e WHITTON, 2000; WENDEL, 2000; WOLFE, 2001, entre outros).

Classicamente, poliplóides podem ser divididos em autopoliplóides, originados pela
duplicação de um mesmo genoma, e alopoliplóides, originados pela duplicação de genomas
diferentes, normalmente após um evento de hibridação. No estudo de marcadores
mendelianos em poliplóides, além da origem filogenética deve-se considerar também o
comportamento dos cromossomos no momento da meiose, uma vez que casos distintos
podem ocorrer. Um exemplo seria a formação de bivalentes e segregação dissômica que
compreende principlamente os alopoliplóides. Outro caso seria a formação de bivalentes e
segregação polissômica, na qual os cromossomos se pareiam ao acaso dentro de uma classe de
homologia, compreendendo principalmente os autopoliplóides e eventualmente alguns
alopoliplóides. E por último, a formação de multivalentes, onde os cromossomos homólogos
se pareiam todos juntos dentro de uma mesma classe de homologia, sendo identificado
principalmente nos autopoliplóides, podendo ocorrer em alguns alopoliplóides (STEBBINS,
1971; SYBENGA, 1992; JANNOO, 1998).

Jackson (1982) concluiu que o comportamento genético em poliplóides é bastante
complexo, particularmente dentro das gramíneas. As variedades cultivadas (Saccharum
hibridum) apresentam elevada complexidade genética, pois são derivadas de eventos de auto e
alopoliploidia (CASU et al., 2005). O pareamento dos cromossomos durante a meiose é difícil
de ser interpretado nessas variedades, uma vez que os mesmos podem ter afinidade com seu
próprio par ou com seus homeólogos, formando univalentes, bivalentes ou multivalentes. Isso
afeta diretamente o padrão de segregação e, consequentemente, induz à variações ao número
total de cromossomos transmitidos.

Muito esforço tem sido feito no estudo a respeito dos tipos de formação e
comportamento dos cromossomos nas plantas de cana-de-açúcar. Para uma melhor
compreensão rever Sreenivasan e Jagathesan (1975), D’Hont et al. (1996), Grivet et al.
(1996), Al-Janabi et al. (1994), Ming et al. (1998) e Hoarau et al. (2001). Todas as espécies do
gênero Saccharum apresentam natureza poliplóide e não apresentam nenhuma espécie
diplóide aparentada conhecida, sendo as espécies aneuplóides as mais frequentes. Porém, a
constituição genômica da cana-de-açúcar ainda não é completamente entendida. Com o
avanço das técnicas de biotecnologia, espera-se alcançar mais conhecimento dos mecanismos
meióticos destas plantas e assim determinar o comportamento dos cromossomos, suas
associações e tipos de segregação.

2.1.5 Duplicações genômicas em cana-de-açúcar

Ao levarmos em considereção as dificuldades de se trabalhar com organismos
complexos como a cana-de-açucar, mais uma questão deve ser considerada, o que torna ainda
mais complicado o estudo com os poliplóides, que é a detecção de polimorfismo usando
marcadores moleculares cuja análise sempre é realizada segundo a presença ou ausência da
amplificação, não sendo possível a detecção de co-dominância, a exemplo os microssatélites
(GRIFFITHS et al., 2002; DECROOCQ et al., 2003; EUJAYL et al., 2004). Quando se trata
de organismos poliplóides, a complexidade envolvida no uso de marcadores co-dominantes
aumenta. A grande quantidade de fragmentos gerados, que podem representar os diferentes
alelos do mesmo loco nos vários cromossomos homólogos envolvidos, não permite
identificação dos genótipos pelo fenótipo visualizado (OLIVEIRA, 2006).

Na busca pela superação de tal dificuldade, muitos estudos foram realizados. Um
exemplo seria a metodologia proposta por Wu et al. (1992), em que é considerado o
pareamento de bivalentes na meiose. Muitos locos, contendo genes ou não, sofreram
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duplicações sucessivas, o que amplia significativamente a variabiliade genética
(BUTTERFIELD et al., 2001) e consequentemente estudos de herdabilidade e ligação gênica
são sensivelmente afetados (MCINTYRE et al., 2006).

O processo de recombinação genética na meiose e o emparelhamento cromossômico
da primeira mitose são momento que duplicações de regiões cromossômicas podem ocorrer,
gerando sequências repetidas dentro do mesmo cromossomo (WU et al., 1992).
Consequentemente, os genes e alelos contidos neste loco aumentam sua frequência no
genoma. Em alguns casos muitas variações alélicas podem ser incorporadas nestas regiões,
ampliando a variabilidade genética em razão do aparecimento de muitos alelos. O projeto The
Arabidopsis Genome Initiative (2000) mostrou que a frequência de genes duplicados em
Arabidopsis foi de 65%. Em cana de açúcar, ainda não se dispõe destas informações, mas
Wang et al. (2010), sequenciaram 20 clones BAC da cultivar R570 e construíram um mapa de
microcolinearidade com sorgo e identificaram 26 eventos de duplicação genômica em
~2,5Mb. Quando se trata da duplicação gênica, seguida ou não de variabilidade genética, a
dose gênica de alelos específicos produz um efeito considerável sobre a expressão fenotípica.
Na maioria dos casos o fenótipo é amplamente variável, pois é controlado por alelos
específicos ou por uma parcela destes locos e não pelo conjunto total dos alelos, como
evidenciado por Diola et al. (no prelo) ao estudar marcadores moleculares ESTs-SSRs
associados ao fenótipo em cana-de-açúcar.

2.2 Melhoramento Genético da Cana-de-Açúcar

Um dos principais objetivos de um programa de melhoramento de cana-de-açúcar é
lançar novos cultivares que sejam mais rentáveis aos produtores, aumentado à produtividade e
reduzindo as perdas econômicas, por um intervalo de tempo maior. Sendo assim, a
característica mais importante seria a elevada produção de açúcar por unidade de área,
mensurado em toneladas de pol por hectare (TPH). Os componentes envolvidos para a
maximização desta característica são a tonelada de cana por hectare (TCH) e o teor de açúcar
da cana (PCC – pol % cana). Ambos são considerados de igual importância, sendo que para se
estimar a tonelada de cana, devem ser considerados ainda os componentes de rendimento:
número de colmos por hectare e massa de colmo, sendo este último composto por
componentes secundários como diâmetro, estatura e densidade de colmos (ALMEIDA, 2010).

Outras características de importância para um genótipo de cana-de-açúcar referem-se à
rápida brotação, vigorosa e prolongada sobrevida das soqueiras, a tolerância à seca e ao frio, o
hábito de crescimento ereto e a ausência de florescimento e chochamento dos colmos, e com
estabilidade e adaptabilidades aos diferentes ambientes de cultivo. Ter ainda, boa
adaptabilidade para a colheita mecânica. Ser resistente e/ou tolerante às principais doenças e
pragas que incidem sobre a cultura (BRESSIANI, 2001; MATSUOKA et. al., 2005).

Atualmente, o Brasil se encontra entre os pioneiros na obtenção de cultivares de cana-
de-açúcar de valor comercial, sendo estes desenvolvidos por quatro principais programas: 1)
Programa Cana do Instituto Agronômico de Campinas – IAC (htp://www.iac.sp.gov.br)
iniciado em 1933; 2) Centro de Tecnologia Canavieira – CTC (www://ctc.com.br) que iniciou
seus trabalhos em 1968, extinta COPERSUCAR; 3) Programa de Melhoramento Genético da
Cana-de-açúcar da RIDESA - Rede Interuniversitária para o Desenvolvimento do Setor
Sucroalcooleiro, formado por Universidades Federais e com início em 1971 como
PLANALSUCAR; 4) Canavialis, que iniciou suas atividades em 2004, sendo adquirido pela
Monsanto em 2008.
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Em geral, um programa convencional de melhoramento genético em cana-de-açúcar
leva um tempo relativamente longo para obtenção e distribuição de uma nova variedade aos
produtores, aproximadamente de 12 a 15 anos (BURNQUIST, 2000). Estes clones são
selecionados a partir de populações derivadas de cruzamentos entre dois clones elites
(cruzamentos bi-parentais) ou mais (policruzamentos). A maioria das características
consideradas na seleção é de natureza quantitativa e controladas por muitos locos (QTL's),
tais como teor de sólidos solúveis, teor de sacarose, diâmetro e número de colmos, teor de
fibras, resistência ao acamamento e florescimento, precocidade, resistência a pragas e
doenças, etc. (OLIVEIRA, 2006). Os clones são propagados de forma vegetativa e avaliados
em sucessivos ensaios durante as várias etapas do programa de melhoramento antes de serem
liberados como cultivar (CALIJA et al., 2001).

O contínuo desenvolvimento do setor sucroenergético depende da obtenção de novas
variedades que atendam às necessidades do mercado e garantam a competitividade do setor.
São os programas de melhoramento genético da cana-de-açúcar que atentos às novas
demandas, têm sido responsáveis pela mudança no perfil varietal dos clones atuais por meio
de estratégias de cruzamento e seleção diferenciadas (LANDEL e SILVA, 2004).

2.2.1 Programa de melhoramento da cana-de-açúcar desenvolvido pela RIDESA

No Brasil, um dos programas de melhoramento que se destaca foi criado em 1972, o
Programa Nacional de Melhoramento da Cana-de-açúcar (PLANALSUCAR), o qual após sua
extinção em 1990, passou a ser conduzido pelas Universidades Federais que compõe e Rede
Interuniversitária para o Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro (RIDESA). Atualmente a
Ridesa é formada pelas seguintes universidades: UFPR, UFSCar, UFV, UFRRJ, UFS, UFAL,
UFRPE, UFG e UFMT.

O Programa de Melhoramento da RIDESA apresenta parceria com usinas e destilarias,
as quais participam do desenvolvimento de cultivares desde as etapas inicias do programa
BARBOSA et al. (2005). O processo de desenvolvimento de novas cultivares envolve o que
se convencionou denominar de fases T1, T2, T3, FE e FM, ou seja, primeira, segunda e
terceira fases de teste, fase experimental e fase de multiplicação clonal, respectivamente. Uma
descrição mais detalhada de cada fase pode ser encontrada em (MATSUOKA et al., 2005;
BARBOSA e SILVEIRA, 2010).

Esse trabalho de parceria permite ao produtor e ao melhorista definir a melhor
estratégia de manejo para os novos cultivares desenvolvidos. Os cultivares de sigla RB,
anteriormente desenvolvidos pelo PLANALSUCAR, e atualmente pela RIDESA, estão sendo
cultivados em mais de 62% da área plantada com cana-de-açúcar no país, chegando em
algumas regiões a percentuais superiores (RIDESA, 2012).

Com o apoio de parte significativa do Setor Sucroalcooleiro, por meio de convênio, a
REDE começou a desempenhar suas funções em 1991, aproveitando a capacitação dos
pesquisadores e as bases regionais do ex-PLANALSUCAR, aos quais se juntaram professores
das universidades (RIDESA, 2013). De fato, a Ridesa vem cumprindo importante papel no
desenvolvimento da agroindústria canavieira nestes 22 anos de atuação, as universidades
federais deram maior ênfase à manutenção e continuidade da pesquisa relacionada ao
Programa de Melhoramento Genético da Cana-de-Açúcar (PMGCA) tendo liberado até o
presente momento 78 cultivares (RIDESA, 2012). Os cruzamentos realizados na Estação de
Floração e Cruzamento localizado na Serra do Ouro, em Murici, AL, reunem mais de 2000
genótipos, entre cultivares utilizadas no país, clones, outras espécies relacionadas ao gênero
Saccharum e cultivares importadas das diferentes regiões (BARBOSA et al., 2005).
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2.3 Genética da Cana-de-Açúcar Associada ao Aumento da Produtividade

Programas de melhoramento conduzidos em diferentes partes do mundo têm
desenvolvido continuamente novos cultivares mais produtivos, tolerantes ao estresse hídrico e
adaptado às diferentes condições edafoclimáticas, além de resistentes a diversas doenças e
pragas. Um dos desafios atualmente é aumentar o potencial da cana em acumular açúcares no
colmo sem que haja perdas destas características favoráveis (JACKSON, 2005; WU e BIRK,
2007). Nesse sentido, é exigido esforço dos programas de melhoramento genético e
convencional e da pesquisa agronômica para o aumento da produtividade de cana e de açúcar
para se chegar ao alto nível, com principal foco na produção de açúcar por hectare (TPH).

Tal componente depende da produtividade em termos de toneladas de cana por hectare
(TCH) e da quantidade de açúcar da cultivar (POL). Ambos são considerados de igual
importância, sendo que para se estimar a tonelada de cana, devem ser considerados ainda os
componentes de rendimento: número de colmos por hectare e massa de colmo, sendo este
último composto por componentes secundários como diâmetro, estatura e densidade de
colmos. Outros parâmetros importantes para indicar a qualidade da cana-de-açúcar são os
tecnológicos como Brix%, Pol%Cana e Fibra (CONSECANA, 2000).

O melhoramento convencional foi o que mais contribuiu para o aumento da produção
de sacarose por unidade de área plantada. Porém, mesmo sendo bastante utilizados, os
programas de melhoramento de cana estão abaixo das taxas de incremento de produção
alcançados pelas grandes culturas, como milho, arroz e trigo (GROF et al., 2007). O constante
cruzamento entre as espécies de Saccharum disponíveis nos bancos de germoplasma é
apontado como a principal causa da estagnação no incremento de produtividade, resultado dos
programas de melhoramento terem maximizado o teor de açúcar no colmo da cana (GROF e
CAMBEL, 2001; JACKSON, 2005).

Essa busca constante por elevado teor de sacarose, o que significa recorrência para S.
officinarum, torna a planta menos rústica, assim impondo também um limite agronômico.
Dessa forma, nos híbridos modernos sempre atuaram inversamente ao alto conteúdo de
sacarose e a alta produtividade de colmos, pois o ganho de produtividade final de sacarose
ocorre mais pelo ganho de biomassa do que pelo teor de sacarose (JACKSON, 2005). Muitas
análises têm sido feitas considerando que se chegou a um patamar difícil de ser suplantado se
consideradas as atuais condições de manejo agronômico (MOORE, 2005), especialmente
porque parece ocorrer um limite difícil de ser suplantado na partição do assimilado entre
acúmulo de sacarose e crescimento.

Nesse contexto, trabalhos têm sido desenvolvidos para aprofundar no conhecimento
dos genes que regulam os processos de síntese, transporte e acúmulo de sacarose (ZHU et al.,
2000; MOORE, 2005; MING et al., 2006). Porém, outros estudos vêm sugerindo um novo
modelo para o melhoramento de cana direcionado para alta produtividade de fibra ao invés de
sacarose (GIAMALVA et al., 1984; ALEXANDER, 1985; GRAVOIS e MILLIGAN, 1992;
HILL et al., 2006; JOHNSON et al., 2007) indicando que os benefícios serão maiores, uma
vez que o aumento em produtividade de biomassa será maior e com dispêndio menor em
esforços e recursos.

A cana-energia oferece uma oportunidade para o país aumentar mais ainda a sua
competitividade em matéria de energia renovável de biomassa. Aumentos substanciais na
produtividade de cana são esperados como resultados da aplicação da biotecnologia num
futuro muito próximo. As cultivares transgênicas poderá desempenhar um papel chave para os
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produtores trazendo maiores produtividades e cultivares mais resistente (CHEAVEGATTI-
GIANOTTO et al., 2011).

2.4 Aspectos Tecnológicos da Cana-de-Açúcar

A parte morfológica da cana-de-açúcar de interesse comercial é o colmo. Sua
composição química é bastante variável em função de diversos fatores como: variedade da
cultura; idade fisiológica, condições climáticas durante o desenvolvimento e maturação,
propriedades físicas, químicas e microbiológicas do solo, tipo de cultivo entre outros
(PARANHOS, 1987; MARQUES et al., 2001).

Sob o aspecto tecnológico, os colmos são constituídos de caldo e fibra (sólidos
insolúveis em água, compostos principalmente por lignina e celulose). O caldo contém água e
os sólidos totais (açúcares e não açúcares) representados pelo teor de sacarose ou pelo Brix
Outros compostos não-açúcares como aminoácidos, gorduras, ceras, pigmentos e diversos
minerais também compõe o caldo absoluto, entretanto, de forma bastante reduzida.
Basicamente, o caldo possui em sua composição os açúcares solúveis sacarose, glicose e
frutose. Destes, o mais valioso é a sacarose, pois dela pode-se obter os dois produtos de maior
exploração, o açúcar e o álcool etílico.

2.4.1 As vias de síntese e acúmulo de sacarose

A sacarose é a principal forma de carboidrato translocado através da planta pelo
floema (TAIZ e ZEIGER, 2004). É um dissacarídeo não redutor constituído por dois
monossacarídeos (D-glicose e D-frutose). Os dois monômeros são ligados entre o C1 e o C2
da unidade glicosil e o C2 da unidade frutosil, numa ligação denominada de glicosídica
(figura 2). Pode ser obtida abundantemente a partir de duas fontes naturais: beterraba (Beta
vulgaris) e cana-de-açúcar (Sacharum officinarum), sendo esta última responsável por 60-
70% da produção mundial de sacarose (LICHTENTHALER e PETERS, 2004).

Figura 2: Estrutura química da sacarose formada pela dimerização dos monosacarídeos
frutose + glicose. Fonte: BOSCOLO (2003).

As trioses fosfatases sintetizadas por atividade fotossintética são armazenadas como
amido transitório nos cloroplastos ou convertidos em sacarose no citoplasma através de uma
série de reações enzimáticas desencadeadas pela Frutose 1-6 Bisfosfatase, UDP- glicose
pirofosforilase, Sacarose Fosfato Sintase e Sacarose Fosfatase (ROLLAND et al., 2006). A
sacarose é então armazenada nos vacúolos, ou clivada em glicose e frutose por invertases, ou
UDP-glicose e frutose pela sacarose sintase (KOCH, 2004).
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A síntese de sacarose e a de amido são processos competitivos que se estabelecem nas
folhas da cana-de-açúcar. A síntese de amido pode funcionar como um dreno transitório para
acomodar o excesso de fotoassimilados que não podem ser convertidos em sacarose e
exportados. Tanto a sacarose como o amido são sintetizados a partir da triose fosfato (gerada
pelo ciclo de Calvin) via frutose-1,6-bifosfato e glicose-1-fosfato, sendo que as condições que
promovem um deles, inibem a do outro. Os componentes-chave que regulam sua partição,
envolvem as concentrações relativas de ortofosfato (Pi) e de triose fosfato no citosol (síntese
de sacarose) e no cloroplasto (síntese de amido), além da concentração de frutose 2,6-
bifosfato no citosol (LEITE, 2005). Quando a concentração de Pi citosólico é alta, a triose
fosfato do cloroplasto é exportada para o citosol por meio de transpostador de Pi e, em troca
de Pi, a sacarose é sintetizada. Porém, quando a concentração citosólica de Pi é baixa, a triose
fosfato é retida dentro do cloroplasto, e uma reserva estável e insolúvel de carboidratos
(amido) é sintetizado (DIOLA e SANTOS, 2012).

As enzimas envolvidas diretamente na síntese de sacarose são; sacarose fosfato sintase
(SPS; EC 2.4.1.14), sacarose fosfatase (SPP; EC 3.1.3.24) e sacarose sintase (SUSY; EC
2.4.1.13). Na síntese de sacarose, a glicose-1-fosfato é convertida a UDP-glicose por
intermédio de uma UDP-glicose-fosforilase específica (SUNG et al., 1989).

As enzimas SPS e SP existem como um complexo supramacromolecular,
apresentando atividade enzimática maior do que as atividades isoladas das enzimas
constituintes (DIOLA e SANTOS, 2012).

A SPS, por exemplo, é uma enzima alostérica ativada pela glicose-6-fosfato e inibida
pelo ortofosfato, que catalisa a reação reversível: UDP-glicose + frutose 6-fosfato  ←SPS→ 
sacarose 6-fosfato + UDP + UDP + H. Com a retirada do fosfato da molécula de sacarose 6-P
pela ação da SPS, faz com que a concentração de sacarose P seja mantida baixa, levando ao
deslocamento do equlíbrio da reação para a direita dando um caráter irreversível a reação
(HUBER e HUBER, 1996). O gene da SPS apresenta papel fundamental no processo de
síntese e acúmulo de sacarose nos internós em processo de maturação (MOORE, 1995;
BOTHA e BLACK, 2000; VERMA et al., 2011; BOARETTO, 2012).

A SPP tem como função no parênquima do colmo de retirar a molécula de fosfato da
sacarose 6-P, produto gerado pela ação da SPS (UYS et al., 2007).

A SUSY catalisa a reação reversível: sacarose + UDP ←SUSY→frutose + UDP-
glicose. No colmo da cana-de-açúcar, foram citados pelo menos três isoformas distintas da
SUSY, com diferentes envolvimentos fisiológicos (SCHÄFER et al., 2005). A colaboração da
SUSY no acúmulo de sacarose é precisamente exercer seu papel catalítico no citosol das
células do parênquima e conservar a concentração de sacarose em baixos níveis (AVIGAD,
1982). A alta atividade da SUSY ocorre principalmente nas folhas em formação e nos
internódios do colmo, ou seja, nos tecidos dreno (SCHÄFER et al., 2004).

Após sua síntese, a sacarose pode ser transportada das células do mesófilo até as
células companheiras (CC), localizadas no simplasto, movendo-se de célula por célula via
plasmodesmatas (conhecido como carregamento simplástico) envolvendo um transportador de
sacarose, que atua em associação com o transporte de potássio, dependente de energia
metabólica. Porém, ela também pode ser carregada ativamente do apoplasto para as CC
(conhecido como carregamento apoplástico). Para tal processo é fundamental o papel dos
transportadores de açúcar. O descarregamento da sacarose nos tecidos drenos também pode
ocorrer tanto simplasto quanto apoplasticamente. A escolha de rota depende da espécie, do
órgão, do tecido e do estágio de desenvolvimento da planta. As células dreno podem importar
a sacarose diretamente do apoplasto, via transportadores dissacarídeos (DST); ou
alternativamente a sacarose pode ser hidrolisada em glicose e frutose pelas enzimas



13

invertases, para então ser importada via transportadores monossacarídeos (MST)
(WILLIAMS et al., 2000; BUTTNER e SAUER, 2000).

As enzimas envolvidas na quebra de sacarose são; a invertase ácida solúvel, a
invertase neutra e a sacarose sintase (KOMOR, 2000). As principais isoformas da enzima
invertase em plantas superiores podem ser diferenciadas de acordo com sua a localização
(parede celular, vacúolo e citosol) através da solubilidade (solúvel ou insolúvel) e pH ótimo
(ácido ou neutro/alcalino). Destacam-se três: a invertase ácida solúvel – CWIN (Cell Well
Invertase, ligada à parede celular; pH ótimo 4,0 -4,5; insolúvel; glicolisada), invertase ácida
vacuolar – ACIN (pH ótimo 4,0-4,5; insolúvel; glicosídica) e invertase citossólica – NTIN
(Ph ótimo 7,0-7,8; solúvel; não-glicosilada) (STRUM e CHRISPEELS, 1990). As invertases
podem estar envolvidas no transporte de sacarose a longas distâncias por criar um gradiente
de concentração de sacarose entre os sítios de carregamento e descarregamento do floema,
revelando função fundamental na partição dos fotossintetizados entre armazenamento e
crescimento (ESCHRICH, 1980).

As invertases ao quebrar a sacarose em hexoses disponibilizam às células carbono e
energia para o processo de respiração, bem como energia para a síntese de numerosos
compostos diferenciados. Sempre que a concentração de sacarose no apoplasto atingir níveis
incompatíveis com o funcionamento dos transportadores de sacarose, a enzima invertase
ácida, presente na parede celular, é ativada, atuando na reação de hidrólise e transformando
sacarose em hexoses. As hexoses entram no citoplasma das células do parênquima do colmo,
por um processo de difusão. No citoplasma, as reações são mais complexas, porque as
hexoses são muito reativas e sofrem rápidas interconversões e fosforilações. Várias enzimas
participam dessas reações, como: hexoquinases (fosforilação da glicose e frutose);
fosfohexose-isomerase (interconversão de glicose-6-P e frutose-6-P), UDPG frutose-6-P
transglicosidase (síntese de sacarose e sacarose-P), numerosas fosfatases não específicas e
uma sacarose-P, além de auxinas que controlam o sistema. Essas hexoses são transportadas de
volta ás células do mesofilo, sendo novamente convertidas em sacarose (DIOLA e SANTOS,
2012).

A etapa ativa do acúmulo ocorre através da quebra da ligação fosfato da sacarose-P e a
consequente liberação de energia, que envolve o transporte ativo de sacarose-P para o interior
da célula. Isso não ocorre com a sacarose devido a sua concentração no interior da célula ser
maior em relação ao meio externo, nesse caso transporte é passivo. Quando no interior do
vacúolo, efetivamente a sacarose é armazenada (RODRIGUES, 1995). A acumulação nos
vacúolos contribui para manter a força dreno do colmo, resultando em extraordinária
produção de sacarose neste tecido.

Devido a sua capacidade única de estocar sacarose em seus entrenós, a cana-de-açúcar
tornou-se uma importante fonte de informação no que se diz respeito à síntese de sacarose,
seu transporte e acúmulo. Muito esforço tem sido direcionado na busca por esse
conhecimento (ZHU et al., 1997; LINGLE, 2004; MOORE, 2005; RAE et al., 2005). Durante
a maturação, a cana-de-açúcar armazena a sacarose pronunciadamente da base para o ápice do
colmo. Para isso, há declínio na atividade da invertase ácida dos espaços intercelulares
(apoplasto), baixa atividade de invertase ácida do citoplasma e atividade quase nula de
invertase ácida vacuolar (CASAGRANDE, 1991). No início, o terço basal do colmo mostra
teor mais elevado de açúcar do que o terço médio e, este, maior teor do que o terço apical. À
medida que o processo de maturação se intensifica, o teor de sacarose tende a se igualar nas
diversas partes dos colmos, quando o ápice apresenta composição similar à da base. Somente
os entrenós imaturos das folhas verdes e os entrenós superamadurecidos da base (com alto
teor de fibra), não retêm apreciável quantidade de açúcar (FERNANDES, 1982).
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2.4.2 Fibras

São polímeros de glicose de formas alongadas e afiladas, que fornecem suporte
mecânico às plantas vasculares. Geralmente ocorrem em feixes, sendo sua maior característica
a espessa parede celular secundária, fontes abundantes de material lignocelulósico. A parede
celular representa a fração mais expressa da biomassa, a maior fonte de compostos orgânicos
da Terra (STICKLEN, 2008).

A parede celular vegetal possui 95% de fibras e esta é constituída por celulose, lignina,
hemicelulose, minerais e outros compostos (proteínas, enzimas e compostos fenólicos)
(BRETT e WALDRON, 1996). A cana-de-açúcar apresenta 2/3 de sua massa em material
lignocelulósico. Este é um recurso energético abundante representando enorme potencial para
a produção de etanol lignocelulósico.

Para cada tonelada de cana-de-açúcar colhida, aproximadamente 250 kg de bagaço é
produzido, correspondendo a 25% do total de cana moída (SILVA, 2007). No Brasil, o uso do
bagaço da cana-de-açúcar incrementa a produção de etanol uma vez que seu conteúdo é
composto aproximadamente de: 23 a 50% celulose, 25% pentosanas, 20 a 30% lignina e 2,4%
em minerais (PANDEY et al., 2008). O restante pode servir como matéria-prima na produção
de etanol por meio da hidrólise ácida e/ou enzimática.

Outro constituinte da fibra é a lignina e altos níveis deste componente dificultam a
exploração agro-industrial de várias espécies vegetais, pois dificultam o acesso de enzimas
hidrolíticas aos carboidratos fermentáveis, acarretando perdas no processo e aumentando o
custo de produção, uma vez que a enzima é consumida no decorrer do processo
(CANTARELLA et al., 2004).

Assim, muito esforço visando a obtenção de cana-de-açúcar com reduzidos teores de
ligninas ou com melhor qualidade de açúcar têm sido despendidos pelas empresas em
programas de melhoramento genético. O advento das técnicas de engenharia genética,
incluindo o isolamento e a caracterização de genes, a modificação e a manipulação da
expressão destes e a transgênese vegetal vem contribuindo para a obtenção espécies vegetais
com reduzidos teores de ligninas (BAUCHER et al., 1998; 2003). Ainda existe a necessidade
de adequação dessas tecnologias para a obtenção de plantas de cana-de-açucar com teores de
ligninas mais adequados para a produção de álcool, uma vez que estes efeitos ainda não foram
bem caracterizados.

2.4.2.1 Celulose e hemicelulose

São formadas por unidades básicas, chamadas de monossacarídeos (arabinose, ramose,
galactose, glicose, xilose e manose). A biossíntese desses monômeros e a incorporação dos
mesmos na parede celular envolvem a atividade de várias enzimas e substratos de
nucleotídeos-açucares, tais como: UDP-glicose, UDP-glucuronato, UDP-galactose, UDP-
xilose, e UDP-arabinose (REITER e VANZIN, 2001).

Em relação à celulose, é o polissacarídeo natural mais abundante na terra e principal
componente da parede celular (23% - 50% da matéria seca da biomassa lignocelulósica). Sua
cadeia é um polímero linear que contém até 15.000 unidades de ß-D-glicoses, unidas através
de ligações glicosídicas β 1,4, resultando num polímero de alto peso molecular (PÉREZ et al., 
2002; ZHANG et al., 2006a). Além destas ligações, são encontradas forças de van der Waal’s
(ZHANG e LYND, 2004) e pontes de hidrogênio inter e intramoleculares (SHULER e
KARGI, 1992). As ligações intermoleculares são responsáveis pela rigidez; e as
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intramoleculares pela formação de fibrilas, estruturas altamente ordenadas (regiões
cristalinas) que se associam formando as fibras de celulose. As fibrilas apresentam desde
regiões com elevado grau de cristalinidade, nas quais as cadeias de glicana estão firmemente
ligadas em paralelo, até regiões com menor grau de ordenação, chamadas de regiões amorfas
(PITARELO, 2007; ZHAO et al., 2007). Na Figura, encontram-se representadas essas
ligações, sendo OH(6)---OH(3’’) e OH(3)---OH(5’), ligações intermolecular e intramolecular,
respectivamente.

Figura 3: Representação das ligações inter- e intramoleculares nas cadeias de celulose
(Fonte: MORGENSTERN e KAMMER, 1996).

Por sua vez, a fração hemicelulósica (15% - 45% do material lignocelulósico seco)
consiste em cadeias ramificadas de açúcares, cujas unidades incluem principalmente
aldopentoses, como xilose e arabinose, e aldohexoses, como glicose, manose e galactose. Esta
macromolécula contém ainda, ácidos hexurônicos, como os ácidos ß-D-glucurônico, D-4-O-
metilglucurônico e ß-D-galacturânico, e deoxiexoses (MARTINS, 2005; KOOTSTRA et al.,
2009). O grau de polimerização das hemiceluloses não ultrapassa o valor médio de 200
unidades de anidro açúcar, portanto, bastante inferior ao da celulose (PITARELO, 2007;
ANDREAUS et al., 2008).

A cadeia principal de uma hemicelulose (figura 4) pode ser uma só unidade
(homopolímero) como a Xilana ou de duas ou mais unidades (heteropolímero), com a
glucamanana unidas entre si por ligações de hidrogênio (PASTORE, 2004).

Figura 4: Estrutura molecular parcial da hemicelulose.

Nas monocotiledônias como as gramíneas, a parede celular é composta principalmente
de xilanas (ALBERTS et al., 1997; REID, 2000; VORWERK et al., 2004).
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A composição das hemiceluloses pode variar entre espécies e estádios de
desenvolvimento. As madeiras em geral possuem de 20% a 30% de hemicelulose na
composição geral, enquanto que nas gramíneas esse valor é de 20% a 40% (SJӦSTRӦM, 
1992).

2.4.2.2 Lignina

Representa de 20 a 30% da massa total do material lignocelulósico (RABELO, 2007).
Sua estrutura apresenta forma tridimensional e é formada por unidades de p-propilfenol, com
substituintes metoxila no anel aromático, unidas por ligações do tipo éter e que estabelecem
ligações cruzadas entre si. Esta macromolécula é formada pela polimerização de três
diferentes monômeros: álcool cumárico, álcool coniferílico e álcool sinapílico (SALIBA et
al., 2001; LEMOS, 2006), denominados monolignóis. Pode ser encontrada abundantemente
na lamela média assim como na parede secundária das células das plantas (FASANELLA,
2008). A função essencial da lignina é a estruturação das paredes celulares, que confere
rigidez e firmeza aos tecidos de sustentação. Em cana-de-açúcar a maior fração está ligada à
região periférica do colmo, junto à casca. Outros locais ricos em precursores de lignina (ex:
polifenóis) estão principalmente nas regiões meristemáticas. Em outros aspectos, a lignina é
um importante metabólito para as funções de defesa de estresses bióticos e abióticos, mas seu
papel fundamental fisiológico está associado mais intimamente à estrutura e sustentação do
porte ereto em cana-da-açúcar.

2.5 Genética Molecular Aplicada ao Melhoramento da Cana-de-Açúcar

O surgimento da engenharia genética no final da década de 80 mostrou inúmeras
opções atraentes para os melhoristas convencionais, que passaram a utilizar técnicas
moleculares. Com o desenvolvimento dessas técnicas modernas de análises e manipulação
genética de plantas, o melhoramento tradicional da cana-de-açúcar ganhou o suporte da
biotecnologia. Isto tem proporcionado o aparecimento de soluções para problemas do
melhoramento tradicional que não podem ser resolvidos através de cruzamentos, seja por
indisponibilidade dos genes de interesse ou por necessidade de obtenção de novas variedades
em curto prazo (SACILOTO et al., 2003).

Muitas são as técnicas genômicas disponíveis, mas os marcadores moleculares são os
mais utilizados mostrando ser uma valiosa ferramenta, pois têm grande potencial na melhoria
da eficiência dos programas de melhoramento. A incorporação destes na seleção de
características econômicas durante os primeiros estágios de melhoramento, assim como, na
escolha de melhores parentais em um cruzamento pode reduzir significativamente o tempo de
desenvolvimento de novas variedades. Estes objetivos podem ser alcançados com sucesso
com a disponibilidade de marcadores polimórficos robustos que co-segregam com
características agrícolas economicamente importantes.

Um progresso no entendimento sobre a complexidade genética e genômica da cana-
de-açúcar tem sido alcançado com o emprego de marcadores moleculares. As informações
coletadas sobre a diversidade envolvendo o germoplasma de S. officinarum e S. spontaneum
em estudos recentes têm demonstrado que a espécie S. spontaneum possui os níveis mais altos
de diversidade (GLASZMAN et al., 1990; BURNQUIST et al., 1992; SOBRAL et al., 1994;
NAIR et al., 1999; PAN et al., 2004), enquanto S. officinarum apresenta quantidade
considerável de diversidade (JANNOO et al., 1999; SELVI et al., 2003; AITKEN et al., 2006;
ALWALA et al., 2006; BROWN et al., 2007). Dentre os marcadores moleculares empregados
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para análise da diversidade genética entre cultivares de cana-de-açúcar e dentre estas, os
microssatélites baseados em ESTs apresentaram-se como os mais apropriados (UKOSKIT et
al., 2012).

Os marcadores podem também ser usados na classificação dos indivíduos em grupos
heteróticos (OLIVEIRA et al., 2009), na identificação de cultivares, no controle da progênie e
no monitoramento da introgressão de genes de interesse em cana-de-açúcar (D’HONT et al.,
1995; HARVEY et al., 1998; CORDEIRO et al., 2000) são usados no entendimento sobre a
genômica da cultura da cana através da análise de elementos transponíveis (ROSSI et al,
2001). Além disso, podemos destacar a utilização de marcadores em estudos de mapeamento
genético e de QTL’s (Quantitative Trait Loci) o que tem proporcionado um importante
progresso no conhecimento da estrutura genômica e na genética da cana-de-açúcar. Mapas
genéticos parciais foram produzidos para S. spontaneum (AL-JANABI et al., 1993; DA
SILVA et al., 1993; MING et al., 1998; 2002), S. officinarum (AL-JANABI et al., 1993;
MUDGE et al., 1996; MING et al., 1998, GUIMARÃES et al., 1999) e para cultivares
modernos (D’HONT et al., 1994; GRIVET et al., 1996; HOARAU et al., 2001; AITKEN et
al., 2005; REFFAY et al., 2005; RABOIN et al,. 2006; GARCIA et al., 2006). A integração
das informações contidas nesses mapas individuais em um único mapa integrado, é uma
grande vantagem para espécies poliplóides, como a cana-de-açúcar, através do uso de
diferentes marcadores moleculares (GARCIA et al., 2006; GAZAFFI et al., 2010), pois
permite aumentar a saturação do mapa de ligação e estender a caracterização do polimorfismo
para todo o genoma (DA SILVA et al., 1993; GRIVET et al., 1996). No entanto, Garcia et al.
(2006) e Oliveira et al. (2007) obtiveram pouca cobertura do genoma ao construírem mapas
integrados para cana-de-açúcar, a qual também foi recentemente verificada por Pastina (2010)
e Margarido (2011). Eventualmente também são utilizados na realização da chamada seleção
assistida, apesar de que muito ainda deve ser feito antes que a SAM para características
agronômicas quantitativas possa ser aplicada.

A informação fornecida pelos marcadores moleculares pode realmente ser muito útil
para o melhoramento genético da cana-de-açúcar. Seu uso tanto em estudos filogenéticos
como também na construção de mapas genéticos tem esclarecido, pelo menos parcialmente, a
relação entre espécies de Saccharum e a arquitetura genética das cultivares. Com o uso de
outras novas ferramentas moleculares, espera-se também que um rápido progresso na
pesquisa genética/genômica seja alcançado e que a aplicação das mesmas seja uma prática
rotineira em programas de melhoramento de cana (WANG et al., 2010).

2.5.1 O melhoramento assistido por marcadores moleculares na cana-de-açúcar

A seleção assistida por marcadores (SAM) fundamenta-se no conceito de que é
possível inferir a presença de um gene a partir de um marcador fortemente ligado a este.
Quando o marcador se encontra muito longe da região de interesse, a possibilidade de ambos
serem transmitidos aos indivíduos da progênie é reduzida devido aos eventos de
recombinação. Sendo assim, a existência de uma forte ligação entre a característica de
interesse e o marcador é pré-requisito neste tipo de seleção (KUMAR, 1999).
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2.5.2 Marcadores microssatélites

Os microssatélites ou SSRs (Simple Sequence Repeat) tornaram-se amplamente
empregados nos estudos de marcadores de plantas. São sequências repetidas em tandem que
variam de 1 a 6 pares de bases (CAIXETA et al., 2013). O uso dos microssatélites como
marcadores moleculares deve-se ao grande polimorfismo das regiões repetitivas resultantes
dos eventos mutagênicos (crossing over desigual, retrotransposição e deslizamento da DNA
polimerase- slippage), aliado ao fato de as sequências de DNA que os flanqueiam
normalmente serem conservadas entre indivíduos da mesma espécie. Isso permite o desenho
de primers específicos (20 a 30 pb) para as sequências adjacentes ao microssatélite
polimórfico, de maneira que, por meio de reação de PCR, seja possível amplificar esse loco.
(CAIXETA et al., 2013).

Tais marcadores podem ser classificados de diferentes maneiras, dependendo do seu
tamanho, tipo de unidade de repetição e sua localização no genoma. Em relação ao tamanho
podem ser denominados como mononucleotídeo, dinucleotídeos, trinucleotídeos,
tetranucleotídeos, pentanucleotídeos e hexanucleotídeos. Conforme a composição das
sequências repetidas pode ocorrer: (a) repetições perfeitas, quando não apresentam nenhuma
interrupção, por exemplo: GTGTGTGTGTGTGT; (b) repetições imperfeitas, quando são
interrompidas por bases que não correspondem ao motivo, por exemplo:
GTGTGTGTAGTGTGTGT; (c) repetições compostas, quando duas ou mais repetições
(classes) de microssatélites estão dispostas de maneira adjacentes, por exemplo:
GTGTGTGTGTGTCACACACACACA. E por fim quanto à localização em: nuclear
(nuSSRs), cloroplasto (coSSRs) e mitocôndria (mtSSRs) (OLIVEIRA et al., 2006).

Apresentam natureza multialélica e herança codominante devido à capacidade de
distinguir entre os homozigotos e heterozigotos para o loco em questão (GRIFFITHS et al.,
2002; DECROOCQ et al., 2003; EUJAYL et al., 2004). Essas características somadas à
facilidade de detecção pela PCR, alta reprodutibilidade, abundância relativa e cobertura
extensiva do genoma (LI et al., 2002) fazem com que esses marcadores apresentem sucesso
em diversas espécies, como arroz (GARRIS et al., 2005; THOMSON et al., 2007; JIN et al.,
2010), trigo (ZHANG et al., 2006b; GANEVA et al., 2009), cevada (MARCEL et al., 2007),
batata (ISPIZÚA et al., 2007; MATHIAS et al., 2007), batata-doce (VEASEY et al., 2008;
ARIZIO et al., 2009), amendoim (FREITAS et al., 2007), uva (LAIADI et al., 2009; LEÃO et
al., 2009), abacate (BORRONE et al., 2009), estimulando a aplicação desta técnica também
para espécies com elevada complexidade genética, como a cana-de-açúcar (CORDEIRO et
al., 2000).

2.5.3 O uso dos microssatélites genômicos e funcionais

Marcadores microssatélites derivado de DNA genômico têm sido extensivamente
usado ao longo da última década no melhoramento de plantas. Em especial, destaca-se o uso
desses marcadores nos trabalhos de mapemanto genético, na identificação de QTLs
(Quantitative Trait loci), nos estudos de diversidade em bancos de germoplasmas, na seleção
assistida por maracdores (SAM) e, recentemente em estudos de seleção genômica ampla
(CAIXETA et al., 2013). Baseiam-se no isolamento e sequenciamento de clones contendo
possíveis motivos SSRs, seguidos de desenho de primers para as regiões flanqueadoras dos
motivos (ZANE et al., 2002), o que torna esse processo demorado, trabalhoso e de elevado
custo. Além disso, a técnica reside na análise de pequena amostragem do genoma por ensaio,
mesmo usando o ensaio multiplex. Por se tratar de um marcador loco específico, apenas
poucos locos são analisados por experimento (CAIXETA et al., 2013).
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A busca na redução do custo e do tempo gasto no desenvolvimento de SSRs
genômicos levou ao desenvolvimento de processos de clonagem para criação de bibliotecas
enriquecidas com SSRs (EDWARDS et al., 1996), no entanto o desenvolvimento de tais
marcadores permaneceu laborioso. Uma alternativa mais simples, rápida e econômica seria a
busca de SSRs em sequências expressas depositadas em bancos de dados públicos e privados
de DNA. Aliadas às novas técnicas de bioinformática, as milhares de sequências permitiriam
que o desenvolvimento de primers SSR ocorresse sem a necessidade de todas as etapas
iniciais da estratégia tradicional.

Os bancos de dados de sequências expressas (ESTs) permitem o desenvolvimento de
marcadores microssatélites pela busca de sequências repetitivas (EST-SSRs) no próprio banco
de dados, sendo a análise de ESTs uma estratégia simples para o estudo da porção expressa do
genoma. Os ESTs-SSRs permitem a análise da região transcrita, facilitando a discriminação
de sequências alvos como locos gênicos ligados a caracteres de interesse agronômico,
especialmente em plantas poliplóides (UKOSKIT et al., 2012). Além disso, como se
encontram em regiões transcritas do genoma, os sítios de iniciadores são mais conservados,
possibilitando a amplificação heteróloga entre espécies e aumentando seu valor em programas
de melhoramento (FRASER et al., 2004).

Atualmente, um grande número de projetos abrangendo várias espécies vegetais
contém pelo menos 40 mil bibliotecas de ESTs depositadas no Gen Bank. A cana-de-açúcar
gênero Saccharum é bem representada, com bibliotecas de ESTs de 24 espécies em 78
projetos. Destes, 55 são projetos para ESTs de cultivares comerciais (Saccharum hibridum).
Dentre eles, o projeto brasileiro SUCEST (Brazilian Sugarcane EST Project), abordou o
genoma funcional de Saccharum hibridum cultivar SP80- 3280 com 135.543 sequências de
ESTs e revelou in silico 552 sequências de ESTs-SSRs, potencialmente de aplicação direta
nos programas de melhoramento genético. Esforços para a catalogação de sequências
expressas (ESTs- Expressed Sequence Tags) para a cana-de-açúcar em grande parte foram
detectadas por Vettore et al. (2003).

Uma vez que a geração dos EST-SSRs tornou-se um atrativo complemento para as
coleções existentes de SSRs, podemos reportar sua ocorrência recentemente para a cana-de-
açúcar nos trabalhos de Cordeiro et al. (2001), Pinto et al. (2004; 2006), Oliveira et al. (2007),
Maccheroni et al. (2009), Ficklin et al. (2010) e Margarido (2011).

2.6 Marcadores Moleculares ESTs-SSRs para Discriminação do Genótipo Associado ao
Fenótipo

Programas de melhoramento em cana-de-açúcar até o momento se basearam quase
exclusivamente em métodos convencionais fundamentados nas características fenotípicas. A
exigência de uma resposta mais rápida exige a integração dos métodos baseados no genótipo
ligado ao fenótipo. Marcadores moleculares são ferramentas estratégicas para tais aplicações,
especialmente aqueles ligados aos genes de interesse, a exemplo ESTs-SSRs.

Os ESTs-SSRs podem ser aplicados no mapeamento de ligação baseando-se na
associação do genótipo/fenótipo (OLIVEIRA et al., 2007), assim como na detecção das
múltiplas interações dos alelos com os fenótipos (FICKLIN et al., 2010). Esses marcadores
funcionais EST-SSRs tendem a ser menos polimórficos que os marcadores gerados a partir de
sequências genômicas, para arroz (CHO et al., 2000), cana-de-açúcar (CORDEIRO et al.,
2001; CORDEIRO et al., 2003; PINTO et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2009), cevada (THIEL
et al., 2003). Uma das principais razões é o fato de que locos de microssatélites genômicos



20

(gSSRs) se encontrarem em regiões não codificantes do genoma, sendo com isso menos
influenciados pela seleção natural ou artificial.

Os ESTs-SSRs embora menos eficientes, podem ser amplamente recomendados
porque simultaneamente geram informações possíveis de serem aplicadas na Seleção
Assistida por Marcadores Moleculares por correlacionar o genótipo associado ao fenótipo. A
aplicação dos mesmos nas fases de seleção de genitores pode aumentar a eficiência de
obtenção de novos cultivares mais produtivas.

2.6.1 ESTs-SSRs discriminates de genes potenciais controladores da biossíntese de
sacarose e ou fibras

De um modo geral, a síntese de açúcares mono e dissacarídeos são competidores, e o
pool de substrato disponível é dependente das condições ambientais e dos fatores genéticos
que atuam sobre os mesmos. A presença ou número de cópias de genes e seus alelos é
fundamental para estabelecer o processo de bioconversão de trioses-P em açúcares não-
redutores, disponíveis ou na formação de polímeros complexos e completamente estáveis.
Diretamente este processo regula o crescimento vegetativo e a deposição de sacarose em
cana-de-açúcar, fatores intimamente ligados com a produtividade final, seja na forma de TSH
ou de MS.

Dentre os genes selecionados para este estudo, em primeira ordem optou-se por
aqueles com SSRs dentro de sua estrutura e em segundo plano, aqueles ligados à
bioconversão de trioses-P até a formação de parede celular e controle do crescimento
vegetativo, destacando-se os mesmos a seguir.

A proteína fosfatase (PP2C) está diretamente ligada a defosforilação de proteínas da
cascata de sinalização e de uma série de outras vias, especialmente aquelas ligadas à síntese
de sacarose e a formação de parede celular. O aumento dos teores de sacarose e outros
açúcares no citosol é um bom regulador da atividade desta enzima, que parece responder bem
a alteração osmótica provocada pelos teores do açúcar. A relação da sinalização de açúcares
em cana-de-açúcar foi explorada no trabalho de Branco (2008); em que se relacionou o perfil
de expressão gênica entre mudas de Saccharum ssp. e Arabidopsis, em resposta à tratamento
de glicose e sacarose assim como Lei et al. (2011a; 2011b), encontraram evidências genéticas
de que a sacarose é um regulador global das respostas à falta de fosfato em Arabisdopsis.

Outra proteína importante; as aquaporinas (proteína intrínseca da membrana
plasmática- PIP), que são pequenas proteínas integrais de membrana (canais de ânions) e
atuam diretamente no transporte ativo e passivo da água. Estão relacionadas a uma série de
caracteres agronômicos importantes porque desempenham funções de regulação e captação de
água e pequenos solutos para as células (AROCA et al., 2006; HORIE et al., 2011). Além
disso, estão relacionadas com a via secretora, que promove o transporte de partículas a partir
do retículo endoplasmático (ER). São abundantes em células meristemáticas e pequenos
vacúolos. Por meio da técnica de hibridização in situ Chaumont et al. (1998), demonstraram
uma alta expressão de genes de aquaporinas em meristemas e zonas de crescimento celular
como raízes laterais e primórdios foliares. A alta expressão em meristemas e em células em
expansão sugere que as aquaporinas são necessárias para a biogênese dos vacúolos e para
suportar o rápido influxo de água nestes durante a expansão celular. Estão potencialmente
envolvidas nos processos de crescimento e divisão celular são expressas nas células do
primórdio foliar e nas células meristemáticas em divisão (CHAUMONT et al., 1998,
HACHEZ et al., 2008). Outros trabalhos sugerem o papel das aquaporinas no controle da
expansão celular em plantas, relacionado à expressão de genes para aquaporinas com as zonas
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de alongamento, divisão e expansão celular em vários tecidos (CHAUMONT et al., 1998;
O’BRIEN et al., 2002; HACHEZ et al., 2006). Papini-Terzi et al. (2009) na identificação de
genes responsáveis pela regulação do conteúdo de sacarose em cana-de-açúcar relataram que
genes da família das aquaporinas apresentaram expressão inversamente proporcional ao teor
de brix (sólidos solúveis totais). Entre as aquaporinas identificadas nesses ensaios, duas foram
altamente associadas ao teor de açúcar (PAPINI-TERZI et al., 2007).

Cisteína Proteinase (CysP) são peptidil-hidrolases dependentes de um resíduo de
cisteína em seu sítio ativo. As propriedades físico-químicas destas proteinases têm sido
amplamente caracterizadas, entretanto suas funções biológicas ainda não foram
completamente elucidadas (WATANABE et al., 1991;. LINTHORST et al., 1993; CORREA
et al., 2001). CysP controla a atividade de proteínas que carregam grupamentos tióis (LEE et
al., 2004). Elas estão envolvidas em um grande número de eventos, tais como processamento
e degradação protéica, germinação, morte celular programada e processos de senescência.
Correa et al. (2001) forneceu informação quanto à classificação e possível função das
proteinases de cana-de-açúcar, indicando que estas podem estar relacionadas as vias de síntese
de fitohormonios, especialmente giberelinas (LEE et al., 2004). As giberelinas são
extremamente ativas na indução do alongamento do caule. Estudos mostram que a aplicação
de (GAs) provoca aumento no tamanho da célula e no número de células, indicando que as
GA s atuam tanto no alongamento da célula como na divisão celular, o que potencializa um
aumento na produtividade de sacarose (BRANDÃO, 2010).

As mananases, a exemplo da (1-4)β-manana endohidrolase (1,4 βMEH) são enzimas 
que clivam as cadeias de mananas, presentes na fração hemicelulósica da parede celular
vegetal. Uma das principais enzimas envolvidas na hidrólise de mananas e glucomananas
lineares são as 1,4-ß-D-manana manohidrolases (conhecidas como ß-mananases, EC
3.2.1.78). As ß-mananases são endo-hidrolases, que atacam as ligações glicosídicas internas
da cadeia estrutural de mananas gerando ß-1,4-manooligossacarídeos de cadeia curta (VAN
ZYL et al., 2010). Estas enzimas, potencialmente estão ligadas a elongação da parede celular
e crescimento vegetativo. Schröder et al. (2009) caracterizaram o gene da (1-4)β-manana 
endohidrolase e mostraram que a enzima atua sobre os constituintes de hemiceluloses na
parede celular, tornando-as mais espessas, porém mais flexíveis.

A 12-Oxofitodienoato redutase-3 (OPR) é uma enzima que tem sido carcaterizada em
Arabidopsis thaliana pelo envolvimento na via biossintética ácido jasmônico (SCHALLER,
2001). De Rosa Júnior et al. (2005), através da técnica de microarranjos de DNA, estudaram a
expressão de 1536 ESTs de cana-de-açucar em resposta à aplicação de metil-jasmonato
(MeJA). Mudanças significativas foram observadas em 26 ESTs, cujas sequências codificam
proteínas que atuam na fotossíntese, senescência, síntese protéica e resposta a estresses. Em
testes realizados com aplicação exógena de AJ na agricultura obtiveram-se vários resultados
positivos, como o aumento do rendimento de culturas de morango, soja e também a cana-de-
açúcar; estimulação da formação de tubérculos em inhame e batata (KODA, 1992) e
amadurecimento em frutos de tomate e maçã (SEMBDNER e PARTHIER, 1993).

As Protein kinase like (PKL) são receptores transmembrânicos com um domínio de
quinase de proteínas, conhecidos como RPKs (Receptor-Like Kinases), têm papel importante
na percepção e transdução de sinais (BRAUN e WALKER, 1996). Cinco grupos principais de
RLKs foram descritos: RLKs com LRRs, que são característicos de alguns receptores já bem
descritos como Clavata 1 (CLV1), receptor de brassinosteróide (BRI1) e ERECTA; RLKs do
tipo CR4 (CRINKLY4), genes essencialmente ligados com a reprodução, estrutura e
crescimento da planta. Os RLKs com domínio-S contêm domínios extracelulares similares ao
domínio extracelular similar às glicoproteínas do locus-S (genes ligados à
autoincompatibilidade). Outros RLKs com domínio semelhante ao fator de crescimento
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epidérmico (EGF-like, de epidermal growth factor-like, também denominado de tipo WAK,
wall-associated kinase), são conhecidos por controlar a expansão da parede celular, e
possivelmente o crescimento vegetativo.

O citocromo b5 é uma hemoproteína que se encontra presente numa grande
diversidade de organismos, existindo uma elevada homologia na sequência de aminoácidos
entre várias espécies animais e vegetais (MULROONEY e WASKELL, 2000). Nas plantas
superiores, CB5 tem sido implicado como um doador de eletrons na hidroxilação de ácidos
graxos (SMITH et al.,1992; KUMAR et al., 2006), a formação da ligação tripla (NAM et al.,
2007), a hidroxilação de base esfingolípido de cadeia longa e desnaturação (NAPIER et al.,
2003; NAGANO et al., 2009) e em reações mediadas pelo citocromo P450 (DE VETTEN et
al., 1999). Além do papel no metabolismo lipídico, recentemente, tem sido relatado que a
interação com os ER-like CB5 aumenta a afinidade entre os transportadores de sacarose e
sorbitol na membrana plasmática com os seus substratos, o que é crítico para o ajuste do nível
de açúcar nas células (FAN et al., 2009).As proteínas de ligação ao DNA (DBP) participam
diretamente na regulação da transcrição de genes específicos em virtude da sua capacidade de
ligação a DNA, que também pode estar envolvido na regulação de outros processos que não
estão diretamente relacionados com a transcrição de genes, particularmente nas vias de
transdução de sinais.

Como existe uma grande variabilidade fenotípica entre genótipos de cana-de-açúcar,
especialmente para as características desejadas, maior concentração de sacarose em colmos
maduros e melhor qualidade de fibras disponíveis (relação favorável entre fibras e lignina),
espera-se que marcadores estreitamente ligados a genes de interesse possam facilitar a
identificação precoce de genótipos superiores, encurtando o período de seleção, reduzindo
assim o tempo de obtenção de novas cultivares. Os microssatélites funcionais (ESTs-SSRs) do
presente estudo foram selecionados em razão das possíveis associações das funções dos seus
respectivos genes com as prováveis características agronômicas estudadas e mostraram-se
amplamente discriminativos de tais fenótipos correlacionados.
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RESUMO

A cana-de-açúcar constitui-se na principal fonte de produção de açúcar e etanol no
Brasil. Visando atender o setor industrial, o melhoramento genético tem obtido cultivares com
elevado rendimento. Porém, os avanços para a obtenção das variedades é limitada pela
complexidade genética da planta. Novas estratégias e ferramentas moleculares precisam ser
incorporadas aos programas de melhoramento visando reduzir os custos e tempo na obtenção
de novas variedades. O objetivo deste estudo foi selecionar marcadores moleculares do tipo
ESTs-SSRs associados com características fenotípicas de interesse. Foram fenotipadas e
analisadas 81progênies (T1) resultantes de um cruzamento biparental com genitores
contrastantes para a característica de fibras e sacarose. A genotipagem foi realizada com a
aplicação de oito combinações de primers ESTs-SSRs derivados de famílias gênicas
conservadas. Inicialmente as progênies foram classificadas em 4 classes contendo 12
genótipos cada, portadores de características fenotípicas contrastantes para teores de açúcares
e fibras. Posteriormente, segundo a análise do genótipo associado ao fenótipo, quatro
combinações de primers foram selecionados e aplicados na população. Verificou-se que em
média 12,5 locos foram amplificados a cada gene, e o conteúdo de informação do
polimorfismo situou-se entre 0,51 e 0,66, evidenciando a hipervariabilidade dos genes alvos
do melhoramento. A análise genotípica estruturou seis grupos genotípicos, coerentes com as
análises fenotípicas apresentando divergência genotípica de ~0,15. O presente estudo mostrou
que os ESTs-SSRs são eficientes em detectar a associação do genótipo ao fenótipo, e que esse
caráter é controlado por combinações entre alelos específicos cujos quais contribuem ou
afetam diferencialmente a expressão fenotípica.

Palavras chaves: polimorfismo, marcador funcional, genótipo associado ao fenótipo.

ABSTRACT

Molecular markers EST-SSRs for screening the sucrose and fiber contents in sugarcane.
The sugarcane constitutes the main source of production of sugar and ethanol in Brazil.
Aiming to fulfill the industrial sector, breeding has gotten cultivars with high yield, but the
advances for obtaining of varieties is limited by the complexity of genetic and plant
molecular tools. New strategies and molecular tools need to be incorporated into breeding
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programs aiming to reduce costs and time to obtain new varieties. The aim of this study was
to select molecular markers EST-SSRs associated with phenotypic traits of interest. Were
phenotyped and analyzed 81progenies (T1) of a biparental cross with contrasting parents for
the characteristic fiber and sucrose. Genotyping was performed by applying eight primer
combinations EST-SSRs derived of the conserved gene family. Initially the progenies were
classified into 4 classes each containing 12 genotypes, patients with phenotypic characteristics
contrasting levels of sugars and fibers. Subsequently, the analysis of the genotype associated
with the phenotype, four primer combinations were selected and applied in the population.
Verified that on average 12.5 loci were amplified for each gene, and the polymorphism
contents information was between 0, 51 and 0.66, showing the hypervariability gene targets of
improvement. Genotypic analysis structured 6 genotypic groups, consistent with phenotypic
analyzes showing genetic divergence of ~ 0.15. The present study showed that the ESTs-SSRs
are effective in detecting the association of genotype to phenotype, and that this trait is
controlled by specific alleles combinations whose or which contribute differentially affect the
phenotypic expression.

Key words: polymorphism, functional marker, genotype associated with the phenotype.

INTRODUÇÃO

A cana-de-açúcar (Saccharum spp. L., Poaceae) é a mais importante fonte de sacarose
no mundo (LICHTENTHALER e PETERS, 2004). É uma alternativa para o desenvolvimento
estratégico e econômico no desafio da geração de energia renovável, sustentável e limpa
(LAM et al., 2009). Os variados usos possíveis da cana-de-açúcar como matéria-prima têm
gerado aumento do interesse de produtores de vários países pela cultura (LAM et al., 2009). O
Brasil é um país modelo no desenvolvimento e uso comercial da cultura. A base da produção
de cana-de-açúcar integra a produção de açúcar e de etanol na mesma planta, reduzindo os
custos de ambos os processos (CAMARGO, 2007). No entanto, aspectos econômicos e
tecnológicos do cultivo e da cultura precisam ser compreendidos para atender as necessidades
do setor sucroalcooleiro, entre os principais, os que envolvem o melhoramento genético
visando a produtividade de sacarose e a qualidade de fibras. Estas características são
parcialmente dependentes do manejo, entretanto a maior contribuição para é proveniente do
conteúdo genético das modernas variedades.

A cana-de-açúcar deriva de uma série de cruzamentos interespecíficos entre S.
Officinarum (2n=80) e S. Spontaneum (2n = 40-128), do qual derivou um genoma que sofreu
sucessivas duplicações originando uma planta octaplóide, com 100 a 120 cromossomos
distribuídos em 8 genomas básicos (D’HONT et al., 2008). A complexidade do genoma deve-
se a sua poliploidia, ao desequilíbrio cromossômico em homeo(e)ologia, a segregação
polissômica, ás recombinações com duplicações de locos, aos múltiplos alelos e grandes
famílias gênicas (WANG et al., 2010). Estas particularidades limitam significativamente o
avanço do melhoramento clássico em razão da baixa estabilidade das progênies (UKOSKIT et
al., 2012). A necessidade de uma resposta mais rápida e previsível exige integração dos
métodos baseados no genótipo ligado ao fenótipo. Marcadores moleculares são ferramentas
estratégicas para tais aplicações, especialmente aqueles ligados aos genes de interesse, e a
expressão dos seus respectivos fenótipos. Marcadores moleculares podem explorar
aleatoriamente o genoma inteiro ou sequencias gênicas específicas, como é o caso dos ESTs-
SSRs (Expressed Sequence Tags-Simple Sequence Repeats).
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A fonte de prospecção destes marcadores moleculares são os bancos de dados de ESTs
(ex. NCBI: www.ncbi.gov). Os microsatélites (sequências repetitivas) intergênicos podem
discriminar o polimorfismo, tanto pela amplificação dos fragmentos como também em razão
da diferençado tamanho do amplicon (LIU et al., 2011). A análise de ESTs-SSRs é uma
estratégia específica para o estudo da porção transcrita do genoma, ideal para análise de
genomas grandes, complexos e altamente redundantes, como a cana-de-açúcar (GARSMEUR
et al., 2011). Estes marcadores facilitam a discriminação de sequências alvos como locos
gênicos ligados a caracteres de interesse agronômico, especialmente em plantas poliplóides
como a cana-de-açúcar (UKOSKIT et al., 2012).

Os ESTs-SSRs podem ser aplicados no mapeamento de ligação baseando-se na
associação do genótipo/fenótipo (OLIVEIRA et al 2007), assim como na detecção das
múltiplas interações dos alelos com os fenótipos (FICKLIN et al., 2010). Este tipo de
abordagem tem como intenção a geração de marcadores moleculares que possuam interações
entre a variação fenotípica observada com a variabilidade genotípica (DIOLA et al., no prelo),
o que possibilita amplamente a aplicação dos mesmos na Seleção Assistida por Marcadores
Moleculares (MAS- Marker Assisted Selection).

Outros estudos que abordaram a estratégia usando este tipo de marcador específico,
buscando a associação com características agronômicas de interesse, como sacarose e fibras
em cana-de-açúcar. Destacam-se os estudos realizados por Da Silva e Bressiani (2005) que ao
utilizarem ESTs relacionados ao metabolismo de carboidratos com sondas de RFLP,
mapearam QTL’s para teor de sacarose, mostrando que o gene da sacarose sintase apresentou
um marcador associado ao POL% da cana. Pinto et al. (2010) também usaram sondas de
RFLP para mapear ESTs relacionados aos genes de interesse para a detecção de QTLs
relacionados aos caracteres de fibra. Pinto et al. (2011) encontraram 19, 18 e 12 marcadores
ESTs-SSRs associados ao Brix, Pol e fibra, respectivamente.

Embora marcadores derivados de ESTs tenham sido identificados ligados a tais
características, ainda é preciso uma maior exploração do potencial dos mesmos para que
sejam diretamente aplicados aos programas de melhoramento. Portanto, o objetivo do
presente estudo foi a obtenção de marcadores moleculares ESTs-SSRs discriminantes de
genes potenciais controladores da biossíntese de sacarose e ou fibras em genótipos de cana-
de-açúcar.

MATERIAL E MÉTODOS

Material genético: Foram analisadas 81 progênies de cana-de-açúcar cujas quais estavam
implantadas nas áreas experimentais da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ) em Conceição da Barra-ES (Brasil), na subunidade de pesquisa da RIDESA (Rede
Interuniversitária para o Desenvolvimento Sucroalcooleiro). A população de estudo foi
composta pelas progênies em fase T1 derivada do cruzamento biparental com genitores
contrastantes para a característica de fibras e sacarose.

Fenotipagem: Foram realizadas as análises de caracterização do teor de sacarose e dos teores
de fibras em três repetições. O caldo foi extraído segundo o método da prensa hidráulica
(TANIMOTO, 1964), empregando-se colmos previamente desintegrados e homogeneizados.
Após a extração, as amostras foram submetidas às análises de Brix, Pol (SCHENEIDER,
1979), Açúcares Redutores (AR) e Açúcares Redutores Totais (ART), segundo LANE e
EYNON (1934). O Brix e a Pol foram expressos em % de caldo. A fibra foi determinada em
função do brix do caldo extraído da prensa hidráulica, peso do bagaço úmido (PBU) onde é
peso úmido (g) do bagaço ou resíduo resultante da prensagem de 500 g de cana ou matéria-

http://www.ncbi.gov/
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prima, utilizando a equação para o estado do Rio de Janeiro: Fibra (%) = (0,1926 x PBU -
15,39).

Extração do DNA: Foi realizada a partir de tecidos foliares usando o método baseado no
detergente CTAB (KEB-LLANES et al., 2002). As amostras foram quantificadas em
espectrofotômetro, medidas pela absorbância das bases a 260nm e 280nm (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1998) e diluídas para uma concentração de 50 ng.uL-1.

Obtenção dos primers: Os microssatélites funcionais (ESTs-SSRs) (Tabela 1) utilizados são
semelhantes aos propostos por Pinto et al. (2004).

Tabela 1: Primers utilizados para as análises do polimorfismo relacionado ao genoma
funcional.

Primer
EST-SSR

Similaridade da ESTs com o
NCBI

SSR Sequência
TM
(ºC)

1,4bMEH
(1-4)β Manana Endohidrolase 

AC006234
12-Oxofitodienoato redutase3

AJ278332
utative protein phosphatase-2C

AC018363
Citocromo B5

CF675654
Cisteína proteinase

Z97022
Proteína intrínseca da
membrana plasmática

AF130975
Proteína de ligação ao DNA

AB019235
Proteína quinase-like

AL353814

(AC)21
ForCTAACCAGCAGCGTCACCAG
RevAGGCCGAGGTTTTGTCTTTG

55

OFR (CAG)5
For CCCACTTCTCCCCTCCCGTTCC
Rev GTCATCGGCGCCAGCACCAC

61

PPC2C (CCA)5
For CGATCTCCCTCCTCCTCCTCCAATG
Rev TCCACTCCACACCTGACCTGACCAC

61

CyTB5 (TGCT)
ForTCCTCTTCCTCCTCTTGCTCTGGTG
RevATCCTCCTCTGCTGCTCTCTCGTCTC

62

CysP (GATA)14
For GATGCTTGGGTCGTGATTTC
Rev TCGCGTCCACCAATGAACC

56

PIP (GGGC)5
For GATCTTATGGGTGGGTCCGTTCG
Rev GCCGCCGGTGGTCTCCTTCT

60

DPB (GGAT)6
For GGGACCTGAAGATGACTGC
Rev TCCTGCCTGCCTCATCATAC

54

PKL (GGCC)3
For GAATGCCCTCCAGTCAAGTG
Rev ACCATTGACACGGAAACTGC

54

Fonte de obtenção: Pinto et al. (2004).

Obtenção dos Marcadores Moleculares ESTs-SSRs: As reações de PCR foram realizadas
inicialmente em um volume final de 15 µL, contendo 100 ng de DNA genômico, 0,25mM de
cada dNTP, 1,0 U de enzima Taq DNA polimerase, 2,5µM de cada primer (forward e
reverse) em tampão da enzima 1X e 1,5 mM de MgCl2-. As reações de PCR foram realizadas
em 94ºC por 3 min; 5 ciclos com 94ºC por 1 min, 56ºC (+1ºC) por 1 min e 72 ºC por 1min)
seguido de 33 ciclos com 94°C por 30s, TM do conjunto de primers (tabela 1) por 45 s e 72°C
por 45 s, seguido de uma extensão final a 72°C por 3 min. As amostras foram desnaturadas e
os amplicons da PCR foram separados em gel de poliacriliamida a 6% (acrilamida:
bisacrilamida – 19:1) em sistema eletroforético “Sequi-GenT” (BioRad) sob uma voltagem de
1800 a 2000V e 80 a 90 Watts por um período de 2 a 2,5 h. Para determinar o tamanho dos
amplicons foi aplicado marcador de 100 pb. Na coloração foi empregado o método com
nitrato de prata (CRESTE et al., 2001; BRITO et al., 2010).

Análise dos dados: O polimorfismo dos locos foi avaliado atribuindo valores1 (um) para a
presença da banda e 0 (zero) para ausência. O conteúdo de informação do polimorfismo (PIC
– Polymorphism Information Content), proposto por Weir (1996), foi estimado em função do
número de alelos detectados, da sua distribuição e frequência na população estudada. Os
valores de PIC para cada loco foram determinados pela fórmula: PIC

,onde; Pij é a frequência do alelo “j" no marcador "i" (a soma se estende por

todos os alelos), considerando o número de alelos detectados para cada gene em relação à
frequência relativa de cada alelo no conjunto dos 81 genótipos. Para analisar a
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informatividade do primer, foi calculado o índice de marca (IM), de acordo com Prasad et al.
(2000), onde; refere-se ao número de alelos (bandas) e é a proporção de

bandas polimórficas para a combinação de primer. A probabilidade de confundimento e o
poder discriminatório foram calculados de acordo com Tessier et al. (1999). A probabilidade
de confundimento indica a probabilidade de que duas regiões aleatórias individuais do
genoma entre as progênies apresentem bandas idênticas, calculada a partir da equação:

, onde Pi é a frequência do alelo e N é o número de

acessos analisados. O poder discriminatório compara a eficiência dos marcadores para
identificação varietal sendo considerada para cada primer e obtida aplicando a seguinte
equação: .

Para cada marcador polimórfico foi estimada a frequência alélica, variância (σ2) e
desvio padrão (σ) de cada loco dentro dos grupos heteróticos. O Z escorre polinomial foi 
calculado para estimar a contribuição alélica e a fase de ligação (p-valor), pela fórmula:

,onde a constante 0,5 refere-se a ausência de contribuição alélica (50% de

presença e/ou ausência); σ, desvio padrão para o alelo específico e a constante 2 refere-se a 
distribuição polinomial bilateral do intervalo médio (0,5) (WEIR, 1996), considerando os
valores inferiores a 0,5 com fase de repulsão progressivamente para 0 (zero) e em
aproximação progressiva para valores tendendo a 1 (um).

A distância genética (DA) segundo a matriz dos dados do polimorfismo foi estimada
conforme Nei (1978), corrigida para amostras de tamanho pequeno. O método de
agrupamento com média aritmética não ponderada (UPGMA-Uniweighted Pair Group
Method With Arithmetic Mean), baseada no coeficiente de Jaccard (Jaccard, 1908) foi
utilizado para construção do dendograma. Para dar um intervalo de confiança à árvore
construída, o bootstrap (1000 repetições) foi realizado pelo programa STATISTICA 9.1,
fornecendo a porcentagem de replicatas similares aos dados originais.

RESULTADOS

As análises estatísticas indicaram que entre 12 genótipos mais contrastantes para as
características fenotípicas estudadas (percentual de fibras e teores de açucares) apresentaram
diferenças significativas entre as classes fenotípicas classificadas aos extremos, mas não entre
os genótipos de mesma classe fenotípica (Teste F significativo a 5% de probabilidade:
Suplemento I).

As médias observadas para as classes com as 12 progênies com maior teor de POL
de cana (%) foi de 18,17% e os genótipos com menor teor de PC apresentaram médias de
14,31%. Para Fibras os valores foram de 15,61 e 9,76% respectivamente para o maior e o
menor teor. Segundo a separação de médias utilizando o teste Duncan, existem diferenças
significativas a 5% de probabilidade, indicando a variabilidade fenotípica para ambos os
caracteres estudados (Tabela 2).

A análise genotípica feita com marcadores moleculares para os genótipos que
compuseram as quatro classes fenotípicas contrastantes para PC e fibras, contendo 48 acessos,
baseou-se na aplicação de oito combinações de primers ESTs-SSRs (Tabela 1) e gerou 128
amplicons, dos quais 126 se apresentaram polimorfismos (Tabela 3). O número de locos
discriminados foi de 5 a 28 e em média 16 amplicons foram observados por conjunto de
primers, como apresentado na figura 1 e na tabela 2.
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Tabela 2: Médias observadas para classes com 12 progênies de cana-de-açúcar contrastantes
para a característica de teor de pol de cana - PC (%) e Fibras (%).

Progênies
RB UFRRJ

PC (%)
Teores inferiores

Progênies RB
UFRRJ

PC (%)
Teores superiores

Progênies
RB UFRRJ

Fibras (%)
Teores inferiores

Progênies
RB UFRRJ

Fibras (%)
Teores superiores

1 14,76 ±0,75 cd 13 18,05 ±0,05 ab 25 8,15 ±0,15 cd 37 14,43 ±0,43 ab

2 13,00 ±0,005 cde 14 19,12 ±0,12 a 26 9,06 ±0,06 cd 38 15,02 ±0,02 ab

3 13,82 ±0,81 cde 15 18,21 ±0,20 a 27 9,18 ±0,18 cd 39 15,11 ±0,10 ab

4 14,73 ±0,72 cd 16 18,45 ±0,55 a 28 9,19 ±0,19 cd 40 15,35 ±0,34 ab

5 14,74 ±0,73 cd 17 18,54 ±0,46 a 29 9,20 ±0,20 cd 41 15,46 ±0,46 a

6 13,93 ±0,93 cde 18 18,27 ±0,27 a 30 9,36 ±0,36 cd 42 16,14 ±0,16 a

7 14,62 ±0,62 cd 19 18,70 ±0,69 a 31 10,31 ±0,30 c 43 16,19 ±0,19 a

8 15,19 ±0,19 c 20 17,37 ±0,36 ab 32 10,33 ±0,33 c 44 16,46 ±0,46 a

9 14,34 ±0,34 cd 21 17,76 ±0,25 ab 33 10,42 ±0,42 c 45 17,13 ±0,13 a

10 14,11 ±0,11 cd 22 18,07 ±0,06 ab 34 10,42 ±0,42 c 46 17,22 ±0,22 a

11 14,11 ±0,11 cd 23 17,44 ±0,44 ab 35 11,02 ±0,02 c 47 14,40 ±0,40 ab

12 14,41 ±0,41 cd 24 18,15 ±0,14 a 36 10,50 ±0,49 c 48 14,38 ±0,38 ab

Médias 14,31 ±0,65 B Médias 18,17 ±0,78 A Média 9,76 ±0,54 B Médias 15,61 ±0,74 A

Médias seguidas de mesmas letras não diferem estatisticamente entre genótipos segundo a separação
de médias por Duncan a 5% de probabilidade

O conjunto de primers que apresentou maior número de amplicons foi CyTB5, com
um padrão eletroforético amplamente distinto (Fig. 1), enquanto o PKL apresentou o menor
número de locos (Tabela 3).
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Figura 1. Padrão de eletroforese para os múltiplos alelos do gene da (CyTB5) (acesso do
NCBI: CF675654), entre 300 e 500pb com demonstrando parte dos 28 alelos amplificados,
todos polimórficos. Na parte superior da figura, estão as 24 progênies RB-UFRRJ(n): 1-12
(baixo teor de PC) e 13 a 24 (alto teor).

A frequência dos amplicons polimórficos, em cada conjunto de primers variou de 0,6 a
1,00, com média de 0,95. Os conjuntos de primers que melhor discriminaram a variabilidade
genotípica foram CyTB5 (28), PP2C e CySP (24 locos em cada), porém o número de locos
discriminados por genótipo para PC foi de 1 a 20, 4 a15 e 3 a16 locos respectivamente;
enquanto que para fibra foi de 2 a 16, 4 a15 e 1 a 17 locos. O tamanho médio dos amplicons
para os locos foi de 587 pb facilitando a discriminação da variabilidade genética entre os
genótipos (Tabela 3).
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Tabela 3: Análise dos dados dos marcadores moleculares SSRs-ESTs segundo o
polimorfismo apresentado para PC e fibra segundo as classes fenotípicas contendo 12
progênies em cada.

Primers AT AP FAP LI AA (bp) TMA (bp) PIC IM Cj Dj Z score

EST-SSR Parâmetros genotípicos para POL de Cana

1,4bMEH 15 15 1,00 1-13 1500-200 743 0,66 3,37 0,13 0,87 0,303

OFR 7 7 1,00 1-5 1500-200 799 0,68 1,51 0,15 0,85 0,399

PPC2C 24 24 1,00 4-15 600-180 322 0,58 5,84 0,26 0,74 0,502

CysP 24 24 1,00 3-16 1500-140 537 0,63 5,59 0,18 0,82 0,523

PIP 16 16 1,00 1-15 2200-340 887 0,65 3,61 0,15 0,85 0,417

DPB 9 9 1,00 2-7 1000-410 634 0,43 2,21 0,44 0,56 0,468

PKL 5 3 0,60 2-6 500-280 377 0,36 1,15 0,40 0,60 0,528

CytB5 28 28 1,00 1-20 800-180 400 0,49 7,00 0,32 0,68 0,422

Total 128 126 0,95 2-12 1129-315 587 0,56 3,79 0,25 0,75 0,445

EST-SSR Parâmetros genotípicos para os teores fibras

1,4bMEH 15 15 1,00 3-9 1500-200 743 0,71 3,12 0,13 0,87 0,600

OFR 7 7 1,00 1-3 1500-200 799 0,88 0,73 0,02 0,97 0,571

PPC2C 24 24 1,00 1-15 600-180 322 0,68 5,20 0,14 0,86 0,550

CysP 24 24 1,00 1-17 1500-140 537 0,60 5,78 0,26 0,74 0,609

PIP 16 16 1,00 1-13 2200-340 887 0,72 3,22 0,11 0,89 0,404

DPB 9 9 1,00 1-7 1000-410 634 0,56 2,21 0,28 0,72 0,417

PKL 5 3 0,60 2-5 500-280 377 0,43 1,22 0,34 0,66 0,569

CyTB5 28 28 1,00 2-16 800-180 400 0,68 6,03 0,16 0,84 0,394

Total
médias

128 126 0,95 2-11 1129-315 587 0,66 3,44 0,18 0,82 0,514

Abreviações: Amplicons totais (AT), amplicons polimórficos (AP), frequência de amplicons polimórficos
(FAP), amplicons por indivíduo (AI), Amplitude alélica (AA), Tamanho Médio dos Amplicons (TMA),
Conteúdo de informação do polimorfismo (PIC); Índice de Marca (IM), Probabilidade de Confundimento (Cj),
Poder discriminatório (Dj).

Foram identificados 6 e 15 alelos raros (frequência alélica <0,05 na população) (dados
não mostrados) para PC e Fibra, respectivamente. As menores frequências alélicas foram
observadas em fibra para a combinação de primers PPC2C com 8 alelos raros, situando-se a
uma faixa de 180 a 300 pb. Para os parâmetros genéticos, o PIC foi estimado para cada
conjunto de primer foi de 0,36 a 0,68 para PC e entre 0,43 e 0,88 para fibra; com valores
médios estimados em 0,56 e 0,67, respectivamente. Os índices de marca (IM) estimados entre
1,15 e 7,0 para PC e entre 0,73 e 6,03 para fibra, representativo do genoma poliplóide de
cana-de-açúcar. O melhor IM foi obtido com o primer CyTB5, pois amplificou 28 locos,
sendo 100% polimórficos, possibilitando a discriminação de todos as progênies.

A menor probabilidade de confundimento (Cj) para PC foi observada especialmente
para o primer 1,4bMEH (0,13) e a maior em DPB (0,44), enquanto que para fibra a menor
probabilidade de Cj foi para o primer OFR (0,02) e a maior em PKL (0,34) (Tabela 3). Em
consequência do elevado Cj todos os primers analisados neste estudo apresentaram médio a
alto poder discriminatório com valores que vão de 0,56 a 0,87 para PC e 0,66 até 0,97 para
fibra (Tabela 3).

Quanto à análise de genotipagem associada ao fenótipo, para PC a maior associação
foi evidenciada para o primer 1,4βMEH, no qual a presença de bandas associou-se à baixa 
expressividade do fenótipo (Z escore 0,303) (Tabela 3). A presença dos amplicons de
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1,4βMEH mostaram que estão ligados a baixa concentração de PC nos genótipos analisados, 
destacando-se o amplicon de 350 pb (92,7% de probabilidade que a presença da banda
codifica para um fenótipo de baixo PC). Este mesmo primer demonstrou que os amplicons de
menor tamanho que 500pb indicam que a sua presença está fortemente ligado aos fenótipos
que apresentaram elevados teores de fibras (87% de probabilidade). O primer PP2C foi o que
evidenciou mais amplicons com contribuição para fase de ligação em atração, destacando-se
os amplicons de 180 pb, 181 pb, 230 pb, 260 pb e 350 pb com probabilidade de 75%; 75%;
75%; 79% e 83% respectivamente, de que a presença da banda codifica para um fenótipo de
alto teor de fibras. Os demais primers, DPB, OFR, PIP, PKL e CyTB5 apresentaram-se
ligados a baixa produção de sacarose em cana assim como para fibra. Para fibra em OFR, o
amplicon de 485 pb contribuiu para fase de ligação em atração (83% de probabilidade que a
presença da banda codifica para um fenótipo de alto teor de fibras); e para CyTB5 o amplicon
de 600 pb para PC contribuiu para fase de ligação em atração (71% de probabilidade que a
presença da banda codifica para um fenótipo de alto PC).

A análise genotípica feita com marcadores moleculares para os genótipos da
população toda, contendo os 81 acessos, baseou-se na aplicação de quatro combinações de
primers ESTs-SSR (Tabela 4) selecionados de acordo com a contribuição alélica e a fase de
ligação (Z score) apresentada na tabela 3.

Tabela 4: Análise dos dados dos marcadores moleculares ESTs-SSRs segundo o
polimorfismo apresentado para 81 progênies.

Primers AT AP FAP AI AA(bp) TMA (bp) PIC IM Cj Dj AR*

EST-SSR

1,4βMEH 17 15 0,88 1-15 1500-1200 743 0,66 3,38 0,15 0,85 1

DPB 9 9 1,00 1-7 1000-410 634 0,54 2,23 0,25 0,75 Não

CytB5 20 20 1,00 2-17 800-180 337 0,63 4,63 0,16 0,84 1

PKL 4 3 0,75 1-5 280-500 377 0,51 1,00 0,25 0,75 Não

Total 50 47 0,91 1-11 895-323 523 0,59 2,81 0,20 0,80 -

Abreviações: Amplicons totais (AT), locos polimórficos (AP), frequência de amplicons polimórficos (FAP),
amplicons por indivíduo (AI), Amplitude alélica (AA), Tamanho Médio dos Amplicons (TMA), Conteúdo de
informação do polimorfismo (PIC); Índice de Marca (IM), Probabilidade de Confundimento (Cj), Poder
discriminatório (Dj). *Alelos Raros (AR); Frequência alélica entre 10 (0,1) e 20% (0,2) para cada loco específico
(alelo específico).

Para os 81 acessos analisados foram gerados 50 amplicons espécíficos, dos quais 47
mostraram-se polimórficos. O número de amplicons discriminados foi de 4 a 20 e em média
12,5 foram observados por conjunto de primer como observado na tabela 4. O conjunto de
primers que apresentou o maior número de amplicons foi o CyTB5, enquanto PKL apresentou
o menor número de amplicons (Tabela 4). A frequência dos locos polimórficos em cada
conjunto de primers variou de 0,75 a 1,00, com média de 0,91, indicando que os genótipos
são diferentes e apresentam ampla variabilidade genética (Tabela 4). Os conjuntos de primers
que melhor discriminaram a variabilidade genotípica foram CyTB5 (20) e 1,4βMEH. O 
número de amplicons discriminados por genótipo foi de 2 a17 e 1a15, respectivamente. O
tamanho médio dos amplicons para os locos foi de 523 pb.

Para os parâmetros genéticos, o PIC foi estimado entre 0,51 e 0,66 com valor médio de
0,59; o índice de marca (IM) entre 1,00 e 4,63. O melhor IM foi obtido com o primer CyTB5,
pois amplificou 20 fragmentos genômicos, sendo 100% polimórficos. A menor probabilidade
de confundimento (Cj) foi observada para o primer 1,4βMEH (0,14) e o maior para DPB e 
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PKL com 0,25 em ambos (Tabela 4). Alelos raros não foram detectados (<0,05); sendo que as
menores frequências alélicas foram observadas tanto para a combinação de primers 1,
4bMEH como para CyTB5 com 1 alelo relativamente raro.

A análise discriminatória de similaridade genética (segundo a genotipagem) da
população de estudo (81 genótipos) demonstrou a existência de grupos heterológos associados
com características fenotípicas específicas. A estatística multivariada baseada em análise de
cluster gerou a formação de seis distintos grupos com divergência genotípica relativa de
aproximadamente 15% (barra de corte ~0,15) entre si (Figura 2).
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Figura 2. Dendograma para o padrão de dissimilaridade genética estabelecida pelo método
UPGMA, com base nos coeficientes de Jaccard, em cluster hierarquizado e os componentes
de cada grupo para os 81 progênies de cana-de-açúcar.

O grupo I foi formado predominantemente por progênies que apresentaram alto teor de
fibra; o grupo II representado por progênies com baixo teor de sacarose; no grupo III o
fenótipo mais evidente é o baixo teor fibras e para o grupo IV alto teor de sacarose. As demais
progênies agruparam-se em dois grupos (V e VI) cujos fenótipos para PC e fibras foram
considerados valores intermediários.

A menor distância genética entre os grupos formados ocorreu entre o grupo II (baixo
teor de sacarose) e III (baixo teor de fibras), com valores menores de 0,05; enquanto que a
maior distância foi evidenciada para o agrupamento I (alto teor fibras) e IV (elevado teor de
sacarose), apresentando dissimilaridade genética entre si de 0,25.

Na Figura 2 encontra-se o dendrograma obtido com a utilização da função da matriz
de dados binários de 50 locos depois da obtenção da matriz de distâncias segundo as médias
gerais. Os pontos de corte considerados foram aqueles em que α= 0,05 e resultaram em 
diferentes agrupamentos com β = 1000 reamostragens (bootstrap). Os números nos nós do
dendograma indicam o valor da porcentagem de vezes que o grupo ocorreu no mesmo nó
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durante o bootstrap de 1000 repetições. Marcadores 1,4βMEH contribuíram para formação 
dos grupos I e III, caracterizadas fenotipicamente pelo alto e baixo teor fibras.

DISCUSSÃO

A indicação da variabilidade fenotípica para ambos os caracteres estudados
(percentual de fibras e teores de açucares) segundo a separação de médias pelo teste Duncan é
um resultado esperado no presente trabalho. Tal teste é um procedimento sequencial válido
para a totalidade dos contrastes de duas médias. Quando a maior média não diferirir
significativamente da menor, não se admitirá diferença significativa, entre as médias
intermediárias. Foi evidenciada a separação das médias entre os grupos diferenciadores, tanto
para PC como para fibras, pois um grande número de genótipos intermediários foram
excluídos da análise. Resultados estatíticos semelhantes fotram observados por Creste et al.
(2010) ao analisare a divergência genética entre genótipos de cana-de-açúcar. Diante destas
diferenças fenotípicas procedeu-se as análises seguintes de genotipagem dos indivíduos com
os marcadores genes específicos, os quais também se mostraram bons discrimanantes
genotípicos.

Este trabalho mostrou que os marcadores ESTs-SSR foram eficientes na detecção de
múltiplos alelos para um mesmo gene, razão da poliploidia da cana-de-açúcar, especialmente
porque usando análise de bioinformática foram selecionados genes alvos com múltiplos
alelos. Liu et al. (2011) também evidenciaram estes resultados e atribuíram este fato a
poliploidia e a duplicação de genes. Nossos marcadores partiram das premissas derivadas de
outros estudos que obtiveram sucesso de amplificação de vários locos citando-se Thiel et al.
(2003), Nicot et al. (2004), Oliveira et al. (2007; 2009), todos em cana-de-açúcar. Resultados
similares foram obtidos por Diola et al. (no prelo) na análise de uma população mista
derivada de genitores desconhecidos usando um conjunto de primers similares aos utilizados
neste estudo. Estes autores identificaram alelos específicos ligados à expressão fenotípica de
caracteres como a estrutura das plantas, acúmulo de sólidos solúveis totais e biomassa,
gerando informações do genótipo associado ao fenótipo.

Os marcadores moleculares foram eficientes na discriminação genotípica das
progênies, porém inferior àquelas observadas por outros autores (PIPERIDIS et al., 2001),
(CORDEIRO et al., 2003), (PINTO et al., 2006) e (OLIVEIRA et al., 2009), os quais
utilizaram marcadores microssatélites genômicos (gSSRs) em cana-de-açúcar. Marcadores
gSSRs se encontram em regiões não codificantes do genoma, sendo com isso menos
influenciados pela seleção natural ou artificial, permitindo que a variabilidade genética possa
ser mais ampla, facilitando a detecção de locos raros e aumenta o poder discriminatório do
marcador (WANG et al., 2010), permitindo uma rápida genotipagem mesmo grandes
populações. Este fato também contribui para a evidência de poucos alelos raros em nosso
estudo, pois a seleção pode ter atuado sobre genes alvos ligados a síntese de sacarose ou
fibras, reduzindo a frequência de alelos raros nas populações melhoradas.

Um parâmetro genotípico amplamente utilizado é o PIC que varia de 0 a 1. Vários
estudos com marcadores ESTs-SSRs em cana-de-açúcar estimaram valores significativos de
PIC para genotipagem. Liu et al. (2011) obtiveram valores de até 0,9; Marconi et al. (2011)
com até 0,92; Oliveira et al. (2009) de até 0,94, e Duarte Filho et al. (2010), usando gSSRs,
estimaram valores de 0,34 e 0,78. PIC com valor elevado é resultante da baixa frequência do
alelo na população e consequentemente maior poder de discriminação genotípica. O presente
estudo mostrou uma menor amplitude de variação do PIC, pois a análise trata de uma
população de progênies obtidas visando a seleção para açúcares e fibras.
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Foi evidenciada amplamente a existência de uma grande variabilidade de alelos para
um mesmo gene; a hipervariabilide pode ser derivada da poliploidia e das duplicações de
regiões cromossômicas contendo alelos que contribui efetivamente para a manutenção da
heterose em plantas autopoliploides, mesmo que seja alógamas, como é o caso da cana-de-
açúcar (GRIFFITHS et al., 2004; AUGER et al., 2005; YU et al., 2005).

A validação dos parâmetros genotípicos ocorre quando estatisticamente encontram-se
resultados que indicam para uma tendência comum. Além dos valores de associação do
genótipo ao fenótipo, no presente trabalho os genótipos foram agrupados pelo seu padrão de
bandeamento eletroforético individual, porém, ordenando em grupos de característica
fenotípica comum. A utilização das análises multivariadas e a obtenção do dendograma
baseado na metodologia UPGMA, gerando grupos heterólogos com associação do genótipo
ao fenótipo é uma nova estratégia para avaliar a dissimilaridade genotípica visando a
aplicabilidade do marcador em programas de melhoramento. Vários autores realizaram
análises de discriminação da similaridade genética entre genótipos de cana-de-açúcar
(AITKEN, JACKSON e McINTYRE, 2006; CRESTE et al., 2010; UKOSKIT et al., 2012),
porém sem a associação com respectivos fenótipos. A metodologia aplicada nesse estudo foi
prontamente eficiente na discriminação genotípica de grupos heterólogos segundo os
marcadores discriminantes de 1,4βMEH e PKL que detectam alelos específicos de genes 
alvos, pois contribuíram para formação dos grupos I e III, os quais representam melhor as
progênies que foram caracterizadas fenotipicamente pelo alto e baixo teor fibras,
respectivamente. Os marcadores 1,4 βMEH de tamanho inferirores a 550 pb discriminaram as 
características de baixa produção de sacarose e elevados teores de fibras. Tais genes estão
potencialmente ligados à elongação da parede celular e crescimento vegetativo. Schröder et
al. (2009) caracterizaram o gene da (1-4)β-manana endohidrolase e mostraram que a enzima 
atua sobre os constituintes de hemiceluloses na parede celular, tornando-as mais espessas,
porém mais flexíveis.

Portanto, o presente estudo que caracterizou a análise do genótipo associado ao
fenótipo apresenta um grande potencial para a aplicação em MAS (Marker Assisted
Selection), uma vez que foi capaz de indicar os locos específicos ou conjuntos de locos que de
fato contribuem ou reprimem a expressão fenotípica, seja para alto ou baixo teor de fibras ou
sacarose nas progênies avaliadas. A estratégia descrita aqui pode ser expandida para outras
características alvos de interesse agronômico cujo objetivo seja atender as demandas do
melhoramento genético, na intenção de melhorar a eficiência de seleção e reduzir o tempo de
obtenção de novas variedades de cana-de-açúcar.

CONCLUSÕES

O conjunto de primers ESTs-SSRs selecionados foi eficiente em detectar um elevado
número de amplicons em cana de açúcar, em sua maioria, polimórficos e as análises genéticas
aplicadas foram capazes de gerar informações de associação do genótipo ligado ao fenótipo.

O presente estudo mostrou que o caráter fenotípico pode ser mais eficientemente
controlado por combinações específicas de amplicons de que pelo conjunto total de alelos; Os
marcadores 1,4βMEH de tamanho inferiores a 550 pb foram os que mais  contribuiram para a 
manifestação fenotípica. A presença destes amplicons indicou que provavelmente as
progênies são pouco produtoras de sacarose e boas acumuladoras de fibras.
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SUPLEMENTOS

SUPLEMENTO I

Parâmetros dos testes estatísticos da Anova fator simples com três repetições por genótipos a partir

dos grupos fenotípicos distintos formando classes com 12 indivíduos contrastantes para os teores de

fibra e açúcares
Fonte da variação

(PC %) SQ Gl MQ F valor-P F crítico

Entre grupos 287,85 23 12,51 55,26 4,71E-27 1,75

Dentro dos grupos 10,86 48 0,22

Total 298,72 71

Fonte da variação

(Fibras %) SQ Gl MQ F valor-P F crítico

Entre grupos 672,63 23 29,24 312,57 1,16E-44 1,75

Dentro dos grupos 4,49 48 0,09

Total 677,12 71
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SUPLEMENTO II

Progênies com a identificação RB-UFRRJ (n), seguida dos prováveis genitores organizados segundo a

estruturação do cluster do dendograma apresentado na figura 2.

Gurpo I

12+ Fibra

Grupo II

12- PC

Grupo III

12-Fibra

Grupo IV

12+PC

Grupo V

Restante

população

Grupo VI

Restante

população

38- RB943359X

RB971537
2- RB867515 X? 30- RB855563 X ? 24- RB855563 X ?

21- RB936001 X

RB965586

51- RB835486 X

RB931604

37- RB867515
3- RB957712 X RB

945954

27- RB957610 X

RB93522
13- RB855563 X ?

57- RB945065 X

RB925345
52- RB956911 X ?

45- RB945065 X

RB855035

4-

RB855036

X ? 25- 498 X F150 14- RB955970 X ?
49- LAICA 98208 X

RB855036
62- RB956911 X ?

39- RB855036 X ? 5- RB955970 X ?
28- RB965911 X

SP832847
19- RB835486

50- RB945961 X

RB957751

54- 457712 X

RB93522

40- P 72454
6- RB945957 X

RB855127
33- P X RB72454 8- RB855563 X ? 68- RB855563 X ? 63- RB855036 X ?

41- RB957610 X

RB93522

9- RB945964 X

SP911049
36- P RB867515 29- RB956911 X ? 69- RB855036 X ? 71- RB855036 X ?

42- RB72454 X

RB855035

1- RB896342 X

RB92508
31- RB945065 X ?

15- RB92606 X

SP832847

61- RB845481 X

RB945961

73- RB915141 X

RB855322

43- RB945956 X

RB947501

10- RB72454 X

RB857511

34- RB925345 X

RB91514
17- ? 67- RB72454 X ?

64- RB957610 X

RB93522

46- RB971537 X

RB943339
11- RB855036 X ? 32- RB955970 X?

16- RB92606 X

SP832847
58- 806043 X ?

74- RB967610 X

RB93522

47- RB947501 X

RB9572
7- RB855563X? 12- RB855036 X?

35- SP832847 XRB

838520

70- RB835486 X

RB835089

65- RB945961 X

RB957751

48- ? 22- P RB867515 72- RB956911 X ? 66- RB855663 X?

RB945961 X

RB957751

77- RB945961 X

RB957751

75- RB72454 X

RB855035

18- RB855036 X?
79- RB9557 X

RB855511
53 - RB956911 X ?

20- RB945961 X

RB957751

76- RB72454 X

RB855035
56- RB855563 X?

23- RB867515 81- 945956 X ? 55- RB945956 X ?

26- RB915141 X

SP891115

78- RB945961 X

RB957751
59- RB855036 X?

80- M 945961 X

RB957751
60- RB803280 X?

Nota. (?): progenitor desconhecido
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SUPLEMENTO III Valores de Escore Z para as oito combinações de primers ESTs-SSRs, indicando a fase de ligação gênica em atração ou
repulsão com o fenótipo correspondente.

1,4 BMEH Z PC Z Fibra DPB Z PC Z Fibra CyTB5 Z PC Z fibra PKL Z PC Z Fibra PIP Z PC Z Fibra OFR Z PC Z Fibra CysP Z PC Z Fibra PP2C Z PC Z Fibra

1500 pb 0,333 0,417 1000pb 0,458 0,500 800 pb 0,292 0,500 500 pb 0,375 0,625 2220 pb 0,333 0,291 1500 pb 0,542 0,5 1510 pb 0,708 0,6666 600 pb 0,5 0,500

1400 pb 0,375 0,417 950 pb 0,583 0,500 750 pb 0,458 0,500 350 pb 0,667 0,500 2045 pb 0,333 0,208 1490 pb 0,458 0,416 1500 pb 0,583 0,666 484 pb 0,583 0,500

1350 pb 0,458 0,458 660 pb 0,625 0,417 720 pb 0,417 0,458 280 pb 0,542 0,483 2000 pb 0,417 0,250 1485 pb 0,458 0,833 1400 pb 0,542 0,3751 480 pb 0,375 0,333

1000 pb 0,333 0,500 640 pb 0,375 0,459 650 pb 0,542 0,333 0,528 0,569 1400 pb 0,458 0,500 350 pb 0,292 0,625 1320 pb 0,500 0,708 476 pb 0,583 0,666

950 pb 0,500 0,375 600 pb 0,583 0,459 630 pb 0,500 0,458 1340 pb 0,4584 0,500 340 pb 0,292 0,541 1300 pb 0,542 0,958 450 pb 0,500 0,500

700 pb 0,458 0,583 575 pb 0,542 0,5 600 pb 0,709 0,458 625 pb 0,458 0,208 230 pb 0,417 0,541 1230 pb 0,542 0,541 398 pb 0,500 0,500

650 pb 0,375 0,583 450 pb 0,250 0,375 550 pb 0,458 0,458 600 pb 0,458 0,208 200 pb 0,333 0,541 1200 pb 0,542 0,583 376 pb 0,583 0,416

630 pb 0,458 0,583 420 pb 0,375 0,416 500 pb 0,333 0,458 575 pb 0,333 0,500 0,399 0,571 300 pb 0,375 0,458 350 pb 0,458 0,833

600 pb 0,167 0,583 410 pb 0,417 0,125 495 pb 0,375 0,167 550 pb 0,375 0,375 285 pb 0,417 0,666 302 pb 0,500 0,583

550 pb 0,167 0,583 0,468 0,417 485 pb 0,333 0,208 530 pb 0,375 0,375 280 pb 0,458 0,666 300 pb 0,333 0,541

500 pb 0,250 0,875 455 pb 0,375 0,250 500 pb 0,3751 0,375 245 pb 0,417 0,666 298 pb 0,375 0,541

400 pb 0,250 0,750 415 pb 0,412 0,417 385 pb 0,2085 0,541 240 pb 0,625 0,7916 288 pb 0,666 0,458

370 pb 0,250 0,792 400 pb 0,333 0,5 370 pb 0,416 0,625 225 pb 0,375 0,500 286 pb 0,583 0,458

350 pb 0,083 0,750 385 pb 0,417 0,458 360 pb 0,625 0,625 220 pb 0,375 0,500 284 pb 0,458 0,541

200 pb 0,083 0,750 380 pb 0,417 0,458 350 pb 0,583 0,416 200 pb 0,542 0,500 281 pb 0,375 0,458

0,303 0,600 290 pb 0,333 0,458 340 pb 0,458 0,458 185 pb 0,542 0,500 280 pb 0,625 0,250

285 pb 0,292 0,375 0,417 0,403 180 pb 0,500 0,541 260 pb 0,874 0,791

282 pb 0,0833 0,375 165 pb 0,583 0,541 251 pb 0,500 0,4584

280 pb 0,333 0,458 163 pb 0,500 0,291 250 pb 0,500 0,458

240 pb 0,583 0,458 160 pb 0,708 0,666 230 pb 0,583 0,749

223 pb 0,625 0,208 152 pb 0,625 0,625 224 pb 0,458 0,625

220 pb 0,625 0,250 148 pb 0,583 0,666 220 pb 0,458 0,5417

210 pb 0,292 0,5 145 pb 0,417 0,625 181 pb 0,333 0,7499

200 pb 0,667 0,5 140 pb 0,542 0,916 180 pb 0,333 0,749

196 pb 0,583 0,458 0,523 0,609 0,501 0,550

190 pb 0,292 0,458

184 pb 0,333 0,208

180 pb 0,417 0,250

0,423 0,394
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS

Em razão do desenvolvimento tecnológico do setor sucroalcooleiro, uma grande
demanda de novas variedades de cana-de-açúcar mais produtivas agregando características
específicas é exigida e o melhoramento genético vegetal tem proporcionado razoavelmente a
oferta destes materiais. No entanto, ainda persistem entraves relacionados com o
monitoramento e seleção de progênies portadoras destes caracteres alvos de interesse e o
longo tempo demandado para a obtenção de novas variedades.

As estratégias moleculares estão sendo amplamente desenvolvidas e um grande
número de marcadores genéticos está sendo produzido e disponibilizado para a aplicação em
programas de melhoramento genético. Esta nova tendência procura superar a dificuldade de
selecionar progênies de alto potencial produtivo em curto espaço de tempo, fundamentando o
conceito do Melhoramento Assistido por Marcadores Moleculares (MAS- Marker Assisted
Selection). Os marcadores moleculares podem explorar regiões aleatórias ou alvos. Os que
assumem maior importância ao melhoramento são aqueles que discriminam as regiões
transcritas, e preferencialmente amplicon específico, deste modo pode co-segregar com o
fenótipo, possibilitando o estudo do genótipo associado ao fenótipo.

Marcadores moleculares do tipo ESTs-SSRs são bons discriminantes destes
amplicons, porém a estruturação desta estratégia é dependente de amplo conhecimento de
ferramentas para a prospecção destas sequências em bancos de dados e de como acontece o
controle da expressão ou via de biossíntese de metabólitos que codificam para a expressão do
fenótipo desejado.

Apesar dos estudos genotípicos em cana-de-açúcar serem recentes, alguns aspectos
como a grande complexidade do genoma derivada da poliploidia com euploidias, e
aneuploidias, presença de cromossomos recombinantes, duplicações cromossômicas e
segregação meiótica polissômica tornarem a análise e obtenção destes marcadores mais difícil
que em outras espécies. Há a necessidade de reunir informações quanto ao número de
amplicons que pode ser encontrado, pois existe variabilidade genética em alelos dos
cromossomos hom(e)ológos. Cada amplicon específico, assim como a dosagem gênica pode
contribuir diferencialmente com o valor fenotípico.

Deste modo, os resultados obtidos neste trabalho são de relevante importância para o
melhoramento genético, uma vez que indicam quais são os locos que afetam os fenótipos para
teores de sacarose ou fibras, aumentando a previsão do comportamento de progênies e
diminuindo o tempo de obtenção de novas cultivares destinadas à indústria sucroalcooleira.
Plantas com melhor qualidade e produtividade incentivarão as iniciativas voltadas ao setor
sucroalcooleiro. Além disso, estas informações poderão servir de base para auxiliar a
elucidação do complexo genoma de cana-de-açúcar.


