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RESUMO

SILVA, D. G. Mapeamento genético de marcadores DArT (Diversity Arrays
Technology) em cana-de-acgucar (Saccharum spp.) 2012. 81 f. Dissertacdo (Mestrado em
Genética e Melhoramento de Plantas) — Escola de Agronomia, Universidade Federal de
Goias, Goiania, 2012.1

A cana-de-agUcar € uma importante cultura, cultivada em mais de 90 paises, ocupando uma
area total de aproximadamente 20 milhdes de hectares. As variedades modernas (Saccharum
spp.) sdo hibridos interespecificos altamente heterozigdticos, poliploides e frequentemente
aneuploides, com ndmero cromossdmico variando de 100 a 130. Tais caracteristicas
proporcionaram ao genoma da cana-de-agucar o titulo de mais complexo entre as espécies
cultivadas, o que representa um desafio para os programas de melhoramento genético da
cultura. No intuito de contribuir com dados que auxiliem na compreensdo dessa complexa
arquitetura genémica, o presente estudo objetivou a construcdo dos primeiros mapas de
ligacdo para cana-de-acUcar utilizando exclusivamente marcadores DArT, avaliados na
progénie derivada do cruzamento de variedades amplamente utilizadas nos programas de
melhoramento da RIDESA (RB97327 x RB72454). A populacéo inicial de mapeamento foi
composta por 186 individuos. O DNA genémico foi extraido de gemas axiais, seguindo o
protocolo proposto por Al-Janabi et al. (1999). Apds a extracdo, quantificacdo e
homogeneizacdo da concentragcdo de DNA das amostras, o material foi enviado para a
empresa DArT P/L para a geracdo dos marcadores DArT. Um total de 7680 locos foi
analisado, dos quais 850 se apresentaram polimorficos. A anélise dos padrBes de segregacdo
obtidos na progénie revelou que 47% dos individuos da progénie avaliada foram
provenientes de autofecundacédo do genitor feminino RB97327. Os individuos identificados
como provenientes de autofecundagdo foram analisados como uma geragéo distinta. As
analises de ligacdo foram realizadas nas duas populacdes separadamente. O software
OneMap foi utilizado para a construgdo dos mapas. Os critérios estabelecidos para proceder
com as analises de ligagdo foram LOD-score > 3,5 e fracdo de recombinagdo < 0,4. No
primeiro mapa, origindrio da populacdo de autofecundacdo, dos 850 marcadores
polimorficos, 392 marcadores com segregacao 3:1 foram utilizados para originar 80 grupos
de ligacdo referentes a variedade RB97327. Para a populagdo derivada do cruzamento
biparental foram construidos quatro mapas de ligacdo: um mapa integrado composto por 98
grupos de ligagdo a partir da analise de 632 marcadores (com segregacfes 1:1 e 3:1); um
mapa framework integrado, construido a partir de uma ordenacdo mais refinada dos
marcadores dentro de cada um dos grupos de ligagéo, o qual foi composto por 94 grupos de
ligacdo; e, com o objetivo de se estimar o tamanho do genoma das variedades envolvidas
neste estudo, dois mapas de ligacdo, um para cada genitor (RB97327 e RB72454). O
comprimento total do primeiro mapa, referente a variedade RB97327, foi de 828cM. O
comprimento total do mapa integrado foi de 2848 cM. Os comprimentos totais dos mapas
obtidos para cada um dos genitores, gerados a partir de dados da populacdo de cruzamento
biparental, foram de 1465Cm (RB97327) e de 1976 cM (RB72454). Utilizando a
metodologia de Hulbert et al. (1988), os tamanhos estimados dos genomas das variedades
RB97327 e RB72454 foram 2811 cM e 3471 cM, respectivamente. Assim, pode-se afirmar
gue 0s mapas obtidos neste caso apresentaram baixa cobertura (52% e 57%), perante o
tamanho estimado dos genomas. Apesar do baixo polimorfismo, os marcadores DArT se

! Orientador: Alexandre Siqueira Guedes Coelho (EA-UFG).
Co-orientador: Evandro Novaes (EA-UFG).
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mostraram eficientes na genotipagem de progénies de cana-de-agucar, pois, centenas de
marcas polimdrficas foram geradas em apenas um ensaio, com dois métodos de reducéo de
complexidade. Estes marcadores representam uma nova ferramenta para o desenvolvimento
de estudos genéticos em cana-de-agUcar, principalmente se considerado o baixo custo
(R$/marcador) envolvido na obtengdo dos genotipos.

Palavras-chave: mapa de ligacédo integrado, marcadores moleculares e poliploides.



ABSTRACT

SILVA, D. G. Genetic mapping of DArT (Diversity Arrays Technology) markers in
sugarcane (Saccharum spp.). 2012. 81f. Dissertation (Master’s Degree in Genetics and
Plant Breeding) — Escola de Agronomia, Universidade Federal de Goias, Goinia, 2012.2

Sugarcane is an important crop, cultivated in more than 90 countries, occupying an area of
approximately 20 million of hectares. Modern varieties (Saccharum spp.) are highly
heterozygous interspecific hybrids, polyploids and often aneuploids, with chromosome
numbers between 100 and 130. Such characteristics explain the common opinion that the
genome of sugarcane is the most complex among cultivated species, posing a challenge to
breeding programs. As a contribution to the understanding of this complex genomic
architecture, this study aimed to build the first linkage maps using exclusively DArT markers
in sugarcane. The maps were built using a progeny derived from the cross between varieties
largely used in the Brazilian breeding program of RIDESA (RB97327 x RB72454). The
initial mapping population comprised 186 individuals. Total genomic DNA was extracted
from axial buds, following the protocol of Al-Janabi et al. (1999). Using the DArT P/L core
facility to generate DAIT data, a total of 7680 markers were analyzed, of which 850 were
polymorphic. The analysis of segregation patterns in the progeny revealed that 47% of the
individuals in the progeny were in fact derived from selfing of the female parent RB97327.
These individuals were analyzed as a distinct generation. Linkage analyses were then
performed on two populations (from selfing and crossing) separately. The software OneMap
was used to construct the maps. The established linkage criteria for linkage analysis were
LOD-score > 3.5 and recombination fraction < 0.4. In the first map, built using data from
individuals originated from selfing, from 850 polymorphic markers, 392 markers
(segregating in a 3:1 manner) were used to create 80 linkage groups related to the variety
RB97327. For the population derived from the biparental crossing, four linkage maps were
built: an integrated map composed of 98 linkage groups including 632 markers (1:1 and 3:1);
an integrated framework map, using a more conservative ordering criteria for the linkage
groups, which was composed of 94 linkage groups; and two other linkage maps, one for each
parent (RB97327 and RB72454), built to estimate the genome size of the varieties involved
in this study. The total length of the linkage map built using data from individuals derived
from selfing of the variety RB97327 was 828 cM. The total length of the integrated linkage
map was 2848 cM. The lengths of the maps built for each parent, using data from individuals
derived from crossing, were 1465 cM (RB97327) and 1976 cM (RB72454). Using the
methodology of Hulbert et al. (1988), the estimated genome sizes for these varieties were
2811 cM e 3471 cM, respectively. The maps obtained in these cases covered a low
percentage of the estimated genome sizes (52% and 57%). In spite of the low polymorphism,
DArT markers showed to be an efficient technique to perform genotyping of sugarcane.
Hundreds of polymorphic markers were generated in only one assay, using two methods of
genome complexity reduction. These markers represent a new tool for genetic studies in
sugarcane, especially if the low cost (USD/marker) involved in data production is
considered.

Keywords: integrated linkage map, molecular markers and polyploid.

2 Adviser: Alexandre Siqueira Guedes Coelho (EA/UFG).
Co-Adviser: Evandro Novaes (EA/UFG).



1 INTRODUCAO

A cana-de-agUcar é uma graminea perene, pertencente ao género Saccharum e
originaria do sudeste da Asia. Atualmente, a cana ¢ cultivada em todas as regides tropicais e
subtropicais. As areas plantadas se estendem por aproximadamente 35° de latitude ao norte
e ao sul do equador (Gomes & Lima, 1964). Existem seis espécies que compdem o género
Saccharum: S. officinarum, S. spontaneum, S. robustum, S. sinense, S. barberi e S. edule. As
variedades comerciais cultivadas séo hibridos originados de cruzamentos interespecificos
(Figueiredo, 2008).

Cultivada no Brasil desde o periodo colonial, a cana-de-aclcar alcangou sua
expansdo no pais a partir da década de 70. Desde entdo, o0 setor sucroenergético vem
passando por grandes transformacoes, obtendo significativo desenvolvimento tanto na area
agricola como no setor industrial. Recentemente, 0os avancos tecnolégicos no cultivo da
cana-de-acUcar permitiram o aperfeicoamento do manejo e a introducdo de novas
variedades, o que possibilitou a adaptacdo da cultura a diversas regifes do pais (Goes et al.,
2009).

O grande potencial do Brasil para a producdo da cana-de-acUcar é devido
principalmente ao extenso conhecimento a respeito da cultura, as condi¢des climaticas
favoraveis ao seu cultivo e ao desenvolvimento de pesquisas realizadas por instituicdes
publicas e privadas visando o melhoramento genético da cana-de-actcar. No entanto, se faz
necessario um continuo desenvolvimento do setor, para evitar quedas na produtividade como
as registradas na safra de 2011. De acordo com Albino et al. (2006), a principal estratégia
para a manutencdo da produtividade é a obtencdo de novas variedades melhoradas e
adaptadas as condicdes de cultivo.

Atualmente, existem quatro programas de melhoramento genetico que garantem
0s avancos tecnoldgicos e a expansdo da cultura no Brasil. So eles: o programa da Rede
Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor Sucroenergético (RIDESA); do Centro
de Tecnologia Canavieira (CTC); do Instituto Agrondmico de Campinas (IAC) e da
CanaVialis/Monsanto (Goes et al., 2009).
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O genoma da cana-de-agucar € um dos mais complexos entre as plantas
cultivadas. O alto nivel de poliploidia e a ocorréncia de aneuploidia representam um desafio
para os programas de pesquisa em genética e melhoramento (Grivet & Arruda, 2001).

Os avancos nas técnicas de biologia molecular, aliados a procedimentos
estatisticos complexos, disponibilizaram novas ferramentas de anélise genética para auxiliar
0s programas de melhoramento na obtencdo de novas variedades, como por exemplo, 0s
marcadores moleculares, que permitiram um avanco significativo no entendimento do
complexo genoma da cana-de-acucar (Heller-Uszynska et al., 2010). InUmeras sdo as
técnicas que podem detectar polimorfismo diretamente na estrutura do DNA. Alguns destes
marcadores sdo baseados na acéo de enzimas de restrigéo e na hibridizacdo da fita de DNA,
como os marcadores RFLP. Outras metodologias fundamentam-se na amplificacdo do DNA
via PCR, como 0s RAPD e SSR. Existem ainda as técnicas que utilizam enzimas de restricdo
e subsequente amplificacdo dos fragmentos de DNA, como é o caso dos AFLP. Com os
avancos das tecnologias de sequenciamento e da computagdo surgiram novas classes de
marcadores, que dependem diretamente da analise de sequéncias do DNA, como 0s SNP.
Outros marcadores sdo baseados na técnica de hibridizacdo por microarranjo, os DAIrT.

A aplicacdo de maior impacto dos marcadores moleculares no desenvolvimento
de estudos genéticos com plantas é a construcdo de mapas genéticos. Com o0 mapeamento
genético, espera-se estabelecer uma associagdo do marcador utilizado com locos envolvidos
no controle de caracteres quantitativos (QTL) de interesse econdmico. Estabelecida tal
associacdo, é possivel utilizar esta informacéo para aumentar a eficiéncia da selecéo precoce
em programas de melhoramento (Albino et al., 2006).

No intuito de contribuir com informacfes a respeito da complexa estrutura
genbmica da cana-de-acUcar, e tendo em vista, o grande potencial dos marcadores DArT
para estudos de mapeamento genético em poliploides, os objetivos deste trabalho foram: (1)
construir os primeiros mapas de ligacdo para cana-de-aclcar utilizando exclusivamente
marcadores DArT, gerados a partir da genotipagem de uma progénie derivada do cruzamento
entre duas variedades amplamente utilizadas nos programas de melhoramento da RIDESA,
(2) estimar o tamanho do genomas dessas variedades e (3) avaliar o potencial de utilizagdo

dos marcadores DArT no mapeamento genético da cana-de-agucar.



2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 IMPORTANCIA ECONOMICA DA CANA-DE-ACUCAR NO BRASIL

A cultura da cana-de-agUcar no Brasil esta inserida dentro de um contexto
historico, cultural, social e econémico. Cultivada desde 1532, com a chegada de Martin
Afonso de Sousa trazendo mudas da Ilha da Madeira, a espécie encontrou no pais condi¢des
favoraveis para seu desenvolvimento e rapidamente se expandiu pelo nordeste brasileiro. No
século seguinte, o Brasil se tornava o maior exportador de aglcar do mundo, mantendo este
posto até o fim do século XVII. Apds esse periodo, a cultura da cana no Brasil se manteve
estagnada por varios anos. Com a crise do café na década de 20, ocorreu uma rapida
expansao da area cultivada com cana-de-agUcar no pais. Diante deste cenério, foi criado em
1933 o Instituto do Aclcar e do Alcool (IAA) com a funcdo de incentivar o consumo e
regulamentar o mercado de acUcar e alcool. Na década de 70, numa tentativa de lidar com a
crise do petrdleo, foi criado o Programa Nacional do Alcool (PNA ou Proalcool), uma
parceria do governo federal com os empresarios da industria automobilistica que incentivava
a producdo de carros movidos a alcool (etanol). Nesse periodo o setor sucroenergético teve
um expressivo desenvolvimento (Brandéo, 1985).

O objetivo do Proélcool, de substituir o uso da gasolina pelo etanol, ndo foi
totalmente alcancado. Porém, se for levado em consideracdo que atualmente cerca de 20 a
25% de etanol é adicionado a gasolina, o programa forneceu importantes contribuicdes para
o setor. Outro resultado favoravel do Proalcool foi a elevagdo do nivel de desenvolvimento
tecnoldgico da canavicultura brasileira, possibilitando a expansdo da cana-de-agUcar para
outras regides do pais. Heranca que colocou o setor sucroenergético brasileiro como um dos
mais modernos do mundo (Goes et al., 2009). Um exemplo dessa evolucdo € o grande
aumento da producéo de cana nas ultimas décadas, passando de 57 milhdes de toneladas em
1970/71, para 600 milhdes de toneladas em 2009/10 (BRASIL, 2011, p. 10).

Atualmente, o Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-aglcar. O pais
atingiu a marca de 650 milhdes de toneladas na safra de 2013/14, liderando a producéao de
acucar com 41 milhdes de toneladas. A producdo de etanol foi de 27,2 bilhdes de litros
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(Conab, 2013). Esta condicdo possibilitou a utilizacdo do etanol em grande escala, como
combustivel renovavel e alternativo ao petréleo no pais. Resultando numa grande
transformacéo da matriz energética brasileira. Na Gltima década, a participacdo do petroleo
e de seus derivados diminuiu consideravelmente, passou de 45,5% em 2000 para 37,9% em
2009. Ao final deste periodo, cerca de 18% da energia consumida no pais ja provinha de
derivados da cana-de-agUcar. Por este motivo, a matriz energética do Brasil est4 entre as
mais limpas do mundo (Jank, 2010).

As plantagdes de cana-de-aclcar no pais se concentram, principalmente, nos
estados de Sao Paulo (4,51 milhdes de hectares), Goias (0,82 milhdes de hectares) Minas
Gerais (0,78 milhGes de hectares), e Parana (0,62 milhdes de hectares), que totalizam 75,5%
da area plantada com cana no pais. Esses estados produziram juntos mais de 530 milhdes de
toneladas na safra de 2013/14. Do total nacional desta safra (aproximadamente 652 milhdes
de toneladas de cana), 52% foram destinados a producéo de etanol (Conab, 2013).

O setor sucroenergético brasileiro movimenta, aproximadamente, 56 bilhdes de
reais por ano, entre producdo de cana, agucar, etanol e bioeletricidade, representando 2% do
PIB. Responde por mais de 4,5 milhdes de empregos diretos e indiretos distribuidos na
producdo de cana-de-aclcar e na cadeia de processamento de seus subprodutos. 1sso
representa 6% dos empregos na agroindustria nacional (CIB, 2009). Esses dados sdo
exemplos que revelam a potencialidade do setor no Brasil.

Espera-se que no futuro os sistemas energéticos sejam capazes de satisfazer as
necessidades das geracoes atuais sem comprometer as futuras, atendendo ao equilibrio social
e ecoldgico bem como as necessidades dos mais pobres (BNDES & CGEE, 2008). Nesse
sentido, o etanol produzido a partir da cana-de-agucar € uma solucdo sustentavel para
substituir o uso de combustiveis fosseis. Mantendo sua producdo, sem provocar grandes
danos aos recursos naturais, como a biodiversidade, a fertilidade do solo e os recursos

hidricos.

2.2 CARACTERIZACAO BOTANICA E ASPECTOS EVOLUTIVOS DA CANA-DE-
ACUCAR

A cana-de-acucar, de maneira geral, possui desenvolvimento em forma de
touceira. A parte aerea é formada por colmos, folhas e inflorescéncias. A parte subterranea

¢ constituida de rizomas e raizes. As variedades comerciais cultivadas sdo clones-elite, o
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plantio em grande escala é realizado através de propagacdo vegetativa por meio da
germinacdo de gemas axilares. As variedades cultivadas recebem a denominagéo
taxonémica de Saccharum spp. (Cesnik & Miocque, 2004).

A cana-de-aclcar é uma planta alégama, semiperene e propria de climas
tropicais e subtropicais, pertencente a familia Poaceae, tribo Andropogoneae, subtribo
Saccharinae e género Saccharum. Individuos deste género se caracterizam por serem
altamente heterozigdticos, apresentarem elevados niveis de poliploidia e frequente
ocorréncia de aneuploidia. O género compreende seis espécies: duas selvagens, S.
spontaneum e S. robustum, e quatro cultivadas, S. officinarum, S. sinense, S. barberi e S.
edule (Irvine, 1999). As cultivares modernas séo obtidas a partir de hibridizacdes artificiais
entre as espécies de Saccharum, com uma participacdo maior de S. officinarum e S.
spontaneum (Grivet et al., 2004).

Plantas da espécie S. spontaneum possuem colmos curtos e muito finos, baixos
indices de sacarose, alto teor de fibra, perfilhamento intenso, sistema radicular bem
desenvolvido e respondem bem a acdo de patogenos. Plantas de S. officinarum se destacam
por apresentarem colmos grossos, com pouca fibra e grande quantidade de sacarose. Devido
a essas caracteristicas, alguns autores denominam as variedades de S. officinarum, de “canas
nobres”. Esta espécie possui um sistema radicular reduzido e superficial, e apresenta
suscetibilidade a diversas doencas (Cesnik & Miocque, 2004). Na tentativa de unir essas
caracteristicas de interesse agrondmico, presentes nas duas espécies, que 0S primeiros
cruzamentos foram realizados.

Existe um consenso entre os pesquisadores de que o centro de origem do género
Saccharum encontra-se no sudeste da Asia (Polinésia, Nova Guiné e india). Porém, o exato
pais ou regido é incerto. Roach & Daniels®, citado por Matsuoka et al. (2005), descrevem os
possiveis centros de diversidade das espécies de Saccharum: S. officinarum e S. robustum,
Nova Guing; S. sinense, China e norte da India; S. spontaneum, desde o Japo, Indonésia e
Nova Guiné até o Mediterraneo e Africa; S. barberi, nordeste da india; S. edule, Nova Guiné
e llhas Fiji. Esses autores afirmam ainda, que o0s géneros: Saccharum, Erianthus,
Miscanthus, Sclerostachya e Narenga formam um grupo de intercruzamentos muito
proximos, denominado de “complexo Saccharum”, que esta diretamente envolvido na

origem da cana-de-agucar.

3 ROACH, B. T; DANIELS, J. A review of the origin and improvement of sugarcane. In: COPERSUCAR
INT. SUGARCANE BREEDING WORKSHOP, 1987, Sao Paulo: Copersucar, 1987. p. 1-30.
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Estudos com marcadores moleculares revelaram dados que contestam a hipotese
de que os genomas das canas cultivadas atualmente tenham contribuicGes de outros géneros
(cruzamentos intergenéricos). Esses dados demonstram que as espécies de Saccharum,
Erianthus e Miscanthus s@o claramente distintas entre si (Figura 1), apoiando a ideia que 0
género Saccharum é uma linhagem bem definida que divergiu, durante um longo periodo de

evolugéo, de linhagens superiores de Erianthus e Miscanthus (Grivet et al., 2006).

Several Million years Several thousand years
Saccharum
S. spontaneum S. sinense
(2n=40to 128) (2n=116to 120)

Ll s barberi
‘ (2n=81 to 124)

[J Modern cultivars

. (2n=100 to 130)
S. officinarum
S. robustum (2n=80)
\,  (2n=60, 80 [ S. edule
, * UP to 200) (2n=60 to 122)
()} Miscanthus
) (2n=38, 40, 76)
Erianthus U cultivated

(2n=20, 30, 40 and 60)

0 Wild

Figura 1. Cenério proposto a partir de analises de dados moleculares para a evolucao e
domesticacdo da cana-de-agucar (adaptado de Grivet et al., 2006).

Os estudos moleculares também reforcam a teoria proposta por Brandes (1958),
de que S. officinarum possui descendéncia direta com a espécie selvagem S. robustum. Estes
estudos fornecem ainda, evidéncias de que as espécies S. barberie e S. sinense se originaram
de cruzamentos interespecificos entre S. officinarum e S. spontaneum. As canas modernas
surgiram a partir de cruzamentos entre espécies selvagens do género Saccharum (Figura 1).
No entanto, isso nédo significa que hibridizagdes intergenéricas sejam impossiveis. Ao
contrario, cruzamentos intergenéricos estdo sendo realizados nos programas de
melhoramento na tentativa de obter uma maior variabilidade genética entre os clones gerados
(D’Hont et al., 2008).
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2.3 ESTRUTURA GENOMICA DA CANA-DE-ACUCAR

As espécies que compdem o género Saccharum sdo todas poliploides e
apresentam uma grande diversidade de nimeros cromossdmicos. Estudos de caracterizacdo
citogenética demonstraram que as mais significativas diferencas no nimero de cromossomos
ocorrem nas espécies selvagens. A espécie S. spontaneum apresenta variacao de 2n=40 a
128 cromossomos, prevalecendo os citotipos 2n=64, 80, 96, 112 e 128. Em S. robustum
verificou-se a ocorréncia de individuos com nimero cromossdmico variando de 2n=60 a
205, no entanto os valores 2n=60 e 80 sdo os mais frequentes. Nas espécies cultivadas esta
variacdo é menor. S. officinarum apresenta 2n=70 a 140 cromossomos, com maior ocorréncia
(cerca de 90%) de 2n=80. A espécie S. sinense apresenta de 2n=111 a 120 cromossomos; S.
barberide 2n=81 a 124 e S. edule de 2n=60 a80 (Grivet et al., 2004; Irvine, 1999).

Estudos a partir de hibridizacdes in situ de DNA ribossdmico demonstraram que
a maioria das metafases analisadas para S. officinarume S. robustum apresentavam nimero
cromossémico basico de x=10, evidenciando que sdo espécies octaploides, e que S.
spontaneum tem ndmero basico de x=8, o que representa um nivel de ploidia para esta
espécie entre 5 e 16 (D’Hont et al., 1998).

Em poliploides, como a cana-de-agucar, o tamanho do genoma gametico (1C)
ndo corresponde ao tamanho do conjunto bésico de cromossomos (x). Por este motivo, em
poliploides é mais apropriado utilizar as denominagdes, tamanho do genoma néo replicado
de células sométicas (2C) e tamanho do genoma monoploide (D’Hont et al., 2008).

Em relacdo ao tamanho do genoma da cana-de-acUcar, Grivet & Arruda (2001)
relataram que o conteddo gendmico nao replicado de uma célula somatica de S. officinarum
compreende, aproximadamente, 7440 Mpb (2n=80). Como S. officinarum é octaploide, o
tamanho do genoma monoploide é oito vezes menor, ou seja, 930 Mpb (x=10). Para S.
spontaneum este valor é de 750 Mpb (x=8). Com os valores de 750 e 930 Mpb, o tamanho
do genoma bésico de Saccharum é cerca de duas vezes maior que o genoma de arroz (430
Mpb), similar ao genoma gamético de sorgo, que contém cerca de 760 Mpb, e
significativamente menor que genoma de milho (2500Mpb).

As variedades modernas de cana-de-agucar surgiram a partir de cruzamentos
interespecificos envolvendo S. officinarum e S. spontaneum. As progénies obtidas foram
sucessivamente retrocruzadas com S. officinarum, na tentativa de resgatar oS genes

favoraveis ao aumento de sacarose presentes no parental recorrente (S. officinarum),
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procedimento chamado de “nobiliza¢ao” (Creste et al., 2008). Atualmente, as variedades
comerciais sdo derivadas de alguns ciclos de cruzamento e sele¢do entre estes hibridos
interespecificos iniciais. As outras espécies do género Saccharum (exceto S. edule) também
contribuiram para a atual configuracdo gendmica da cana-de-acucar (Grivet & Arruda,
2001).

O numero de cromossomos das variedades cultivadas parece variar de 2n=100 a
130, com a ocorréncia frequente de aneuploidia (Butterfield et al., 2001). Ao utilizar a
técnica de GISH* para investigar a composicio cromossémica de trés hibridos resultantes de
um cruzamento interespecifico, envolvendo S. officinarum e S. spontaneum, Piperidis et al.
(2010) constataram que a transmissdo dos cromossomos parentais para esses hibridos foi
consistente com a configuracdo 2n + n. Estes resultados demonstraram S. officinarum
(parental feminino) transmitiu aos descendentes todo o conjunto de cromossomos, ou seja,
2n=80. E que, S. spontaneum forneceu a metade do material genético, n=32 ou n=40. Nesses
hibridos o ndmero cromossémico variou de 117 a 120, com 67% dos cromossomos
derivados de S. officinarum e 33% de S. spontaneum.

As andlises de hibridizacdo in situ apontaram ainda que, aproximadamente, 15 a
27% do genoma das variedades modernas séo derivados de S. spontaneum, incluindo 10 a
23% de cromossomos vindos unicamente desta espécie selvagem e 8 a 13% de cromossomos
provenientes de recombinaces interespecificas (Piperidis et al., 2010).

Em outro trabalho, visando compreender a composicdo cromossémica das
variedades modernas de cana-de-agucar, Cuadrado et al. (2004) utilizaram as técnicas de
FISH® e GISH para identificar as propor¢des dos cromossomos parentais em trés clones
(Saccharum spp.): My5514; B42231 e C236-51. A partir da analise do conjunto de
cromossomos metafasicos desses clones, os autores concluiram que 16% dos cromossomaos
analisados foram herdados de S. spontaneum e que 5% sdo devidos a recombinac6es e/ou
translocagfes cromossomicas entre S. spontaneum e S. officinarum.

Como consequéncia dos diferentes nimeros béasicos de cromossomos
apresentados por S. officinarum (x=10) e por S. spontaneum (x=8), duas organizagdes
cromossémicas distintas coexistem nas variedades atuais de cana-de-agUcar (Figura 2)
(D’Hont et al., 2005).

4 GISH - Genomic In Situ Hybridization*
5 FISH — Fluorescence In Situ Hybridization*
* S80 técnicas que permitem distinguir segmentos cromossdmicos oriundos de diferentes parentais.
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Figura 2. Representacdo esquematica do genoma das variedades cultivadas, deduzido a
partir das técnicas de FISH e GISH (modificado de D’Hont et al., 2005).

A participacdo de S. spontaneum (10 a 20%) na composi¢do gendmica da cana-
de-acucar é menor quando comparada com S. officinarum (80%), no entanto, estudos tém
mostrado que essa espécie € a principal responsavel pela diversidade encontrada nas canas
modernas (Piperidis et al., 2010).

Esses dados auxiliam na compreensdo, mesmo que parcial, da complexa
arquitetura apresentada pelo genoma da cana-de-acUcar. Porém, ndo fornecem subsidios para
compreender o comportamento dos cromossomos durante o processo de pareamento
meidtico. Provavelmente, isto ocorre devido ao grande nimero de cromossomos (2n=100-
130); ao tamanho reduzido dos cromossomos (1-3 um); a alta taxa de ploidia e a homologia
dos cromossomos (Cuadrado et al., 2004). Dados de mapeamento sugerem que nao haja um
esquema de pareamento pré-estabelecido, como dissomia completa ou polissomia completa.
E possivel que cada cromossomo tenha afinidade especifica de emparelhnamento com seus
homologos (Grivet & Arruda, 2001).

2.4 MELHORAMENTO GENETICO DA CANA-DE-ACUCAR

Possivelmente, 0 melhoramento de plantas surgiu com o inicio da agricultura (10

mil anos atras). Assim, desde os primordios, 0 homem busca por melhores formas de cultivo
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e por plantas com maior produtividade. A domesticacdo e o0 melhoramento das espécies
durante os séculos moldaram a composicao genética das culturas atuais. Essa estruturagdo
do germoplasma adquirida ao longo do tempo é a principal ferramenta utilizada pelos atuais
melhoristas nos programas de melhoramento de plantas (Borém & Milach, 1999).

Em cana-de-agucar, a busca por melhores variedades é bastante antiga. Estudos
sugerem que a selecdo de acessos de S. robustum para colmos mais grossos, maior teor de
sacarose e baixa porcentagem de fibras teriam originado a S. officinarum (Landell &
Bressiani, 2008).

Os trabalhos dirigidos ao melhoramento da cultura datam do final do século X1X.
De acordo com Ming et al. (2006), os eventos histdricos do melhoramento genético da cana-
de-acucar podem ser divididos em cinco momentos: (1) cruzamentos entre “canas nobres”
(S. officinarum) para produzir cultivares “nobres”, em que progénies de cana nobres de
polinizacdo aberta foram selecionadas visando a producdo de aglcar; (2) melhoramento
através do processo de nobilizacdo para a obtencdo de cultivares nobilizadas; (3)
cruzamentos entre as cultivares nobilizadas para produzir cultivares hibridas; (4)
melhoramento das canas hibridas para a producéo das cultivares atuais; e (5) cruzamentos
direcionados para ampliar a base genética.

Os primeiros cruzamentos com cana-de-agucar foram realizados em Java no ano
de 1887. Na época os pesquisadores obtiveram sementes férteis do cruzamento entre duas
variedades de S. officinarum (Glagah x Loethers), demonstrando a viabilidade do
melhoramento genético da cana, por meio de cruzamentos controlados (Cesnik & Miocque,
2004).

Cultivares originadas dos cruzamentos entre canas nobres foram importantes
para a producdo de agucar no inicio do século XX. Mas, tanto as canas nobres originais
guanto as novas cultivares eram suscetiveis a doencas e pragas, fato que limitou a expansédo
da cultura. Surgiu assim, o interesse em desenvolver novas variedades que atendessem a
demanda dos produtores. A estratégia utilizada para produzir plantas com maior
adaptabilidade e resistentes a pragas e doengas foi a “nobiliza¢ao”. Este processo consiste
no cruzamento interespecifico entre S. officinarum e S. spontaneum, em que todos o0s
cromossomos do genitor materno (S. officinarum) foram transferidos aos descendentes em
F1, e posteriormente realizando o retrocruzamentos com S. officinarum, com o objetivo de

resgatar as caracteristicas de interesse da cana nobre (alto teor de sacarose, colmos espessos
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e suculentos e baixo contetdo de fibras) (Landell & Bressiani, 2008). O quadro abaixo

esquematiza resumidamente o processo de nobilizag&o.

Quadro 1. Processo de nobilizagdo utilizando acessos de S. officinarum e S. spontaneum (Fonte:
Ming et al., 2006, citado por Landell & Bressiani, 2008).

Genitor feminino Genitor masculino Progénie N° cromossémico
S. officinarum (2n = 80%) S. spontaneum (2n = 64%*) F1 (80 +32=112)
S. officinarum (2n = 80) Fi1(2n=112) RC; (80 + 56 = 136)
S. officinarum (2n = 80) RC;: (2n = 136) RC; (40 + 68 = 108)

*90% dos acessos de S. officinarum apresentam nimero cromossémico igual a 80 e 0 nimero mais frequente
de S. spontaneum é de 64.

As progénies F1 e RC1 possuem o contetido somético ndo reduzido dos parentais
femininos (2n=80), acrescido do conteudo cromossémico dos gametas do parental
masculino (n=32). Dessa forma, a maioria das canas cultivadas atualmente tem o namero
somatico variando entre 100 e 130 cromossomos. Clones com ndmero cromossdémico fora
desse alcance raramente sdo apropriados para a producdo comercial. As cultivares
nobilizadas passaram a possuir as caracteristicas necessarias para impulsionar a cultura da
cana-de-acucar (Ming et al., 2006).

A obtencéo de cultivares hibridas a partir de canas nobilizadas, ocorrida por volta
de 1930, foi importante para a producdo de aclcar nas trés décadas seguintes. Foram
lancadas variedades como a POJ3016 e POJ3067, que juntas ocupavam mais de 85% da area
plantada em Java nos anos de 1960. Nesta época surgiram outras variedades importantes,
como a H32-8560 cultivada em 65% da area de plantio do Havai em 1945 e a NC0310 que
se tornou a variedade mais importante do mundo nas décadas de 50 e 60 (Landell &
Bressiani, 2008).

Cultivares comerciais e gendtipos hibridos, selecionados a partir de estagios
avancados de selecdo, tém sido os principais materiais de melhoramento para o
desenvolvimento das variedades atuais, desde 1950 (Ming et al. 2006). Através de
cruzamentos envolvendo esses materiais surgiram novas cultivares importantes para a

expansao da cana-de-acucar.
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De acordo com Roach®, citado por Landell & Bressiani (2008), a base genética
das canas modernas € relativamente estreita, pois estas sdo derivadas de n&o mais que 20
gendtipos, todos oriundos de programas de nobilizacdo desenvolvidos em Java e na india.
Sendo assim, a ampliacdo da base genética da cana-de-agucar, na tentativa de aumentar a
diversidade dos bancos de germoplasma, é de extrema importancia para os programas de
melhoramento. Neste sentido, na década de 60 iniciaram-se trabalhos de incorporacéao
génica, principalmente em Barbados e em Louisiana, envolvendo clones de espécies
selvagens, diferentes daqueles utilizados no inicio dos processos de nobilizagdo. Atualmente
outros programas estdo desenvolvendo estratégias de ampliacdo da base genética do
germoplasma de cana-de-agucar que possibilitem uma maior probabilidade de obtencgdo de

clones superiores na populacdo de melhoramento.

2.4.1 Melhoramento genético da cana-de-agucar no Brasil

No Brasil, até 1925, eram plantadas basicamente variedades (clones) de S.
officinarum conhecidas como Riscada, Roxa, Cristalina, Manteiga, Caiana e Preta. Com 0
inicio dos programas de melhoramento, todas as espécies de Saccharum (exceto S. edule),
passaram a participar, ainda que parcialmente, dos cruzamentos que originaram os atuais
hibridos cultivados (Scarpari & Beauclair, 2008). As primeiras pesquisas no pais com cana-
de-agUcar se concentravam principalmente em quatro nicleos: (1) Estacdo de Escada, em
Pernambuco (1913); (2) Estacdo de Campos, no Rio de Janeiro (1916); (3) Estacdo Geral de
experimentacao de Barreiros, em Pernambuco (1920) e (4) Escola Superior de Agricultura
de Séo Bento, em Tabera, Pernambuco (data incerta). Esses centros de pesquisa trouxeram
valiosas contribuices a canavicultura brasileira, estabelecendo normas, difundindo
tecnologias, promovendo intercdmbios e possibilitando a substituicdo de variedades.
ContribuicGes que evitaram o colapso da cultura na década de 30, depois que as plantacdes
de cana foram dizimadas pelo virus do mosaico (Matsuoka et al., 2005).

Além das contribuigdes acima citadas, 0s centros pioneiros em estudos com cana
serviram como base para o surgimento de outros programas de melhoramento no pais, como:
0 programa do Instituto Agronémico de Campinas (IAC), o Programa Nacional de

Melhoramento da Cana-de-acucar (Planalsucar — atual RIDESA), o programa de

6 ROACH, B, T. Origin and improvement of the genetic base of sugarcane. Proceedings of Australian Society
of Sugar Cane Technology, v.11, p.34-47, 1989.
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melhoramento da Copersucar e o programa de melhoramento da usina da Barra.
Recentemente, em 2003, foi criado o programa de melhoramento genético da cana-de-agucar
da CanaVialis, grupo privado com foco na viabilidade econémica sustentada pela politica de
royalties (Goes et al., 2009).

Em 1990, surge a Rede Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor
Sucroenergético (RIDESA), que assume todo o patrimonio fisico e de recursos humanos do
antigo Planalsucar. Apds vinte anos de sua criacdo, a RIDESA é conhecida nacional e
internacionalmente como lider no desenvolvimento de novas variedades de cana-de-agucar.
Conta com um banco de germoplasma composto por mais de 2500 gen6tipos e com um
acervo varietal de 78 variedades liberadas com aptidGes para todo o Brasil (RIDESA, 2010).

Dentre as variedades liberadas pela RIDESA, destaca-se a RB72454. Lancada
nacionalmente em 1987, em poucos anos se tornou a variedade mais cultivada no Brasil.
Apo6s 21 anos, desde seu langcamento, a RB72454 ocupa expressiva area de cultivo. Foi a
terceira variedade de cana-de-agUcar mais plantada em 2008 no pais (RIDESA, 2010). O
sucesso desta variedade comprovou a eficiéncia do programa de melhoramento do
Planalsucar, por fornecer um genotipo com boa produtividade, adaptado a quase todos 0s
tipos de solos, elevada resisténcia a ferrugem marrom e indicada para todo o pais.

Segundo Landell & Bressiani (2008), os programas de melhoramento genético
de cana-de-acucar, em geral, ttm como principal objetivo fornecer novas cultivares que
ampliem a produtividade de energia (acucar, alcool e bioeletricidade). Sendo que as
cultivares desenvolvidas devem atender as condicdes edafo-climéaticas de cada regido,
promovendo ganhos significativos de producao.

Pode-se afirmar que estes objetivos estdo sendo alcangados, pois, 0s programas
de melhoramento tém disponibilizado variedades altamente produtivas e adaptadas a
diferentes ambientes de producéo, clima, época de manejo e colheita. Além de apresentarem
boa capacidade de perfilhamento, diametro de colmos adequados, resisténcia aos principais
patdgenos e capacidade de rebrota ap6s trés ou quatro cortes. As novas variedades vém
proporcionando, matéria-prima de alta qualidade ao setor sucroenergético, fato que reflete a
grande expansao da cultura no Brasil.

Para Creste et al. (2008) é notoria a importancia dos ganhos em produtividade
das variedades atuais, status adquirido apos varios anos de hibridizacgdes, cruzamentos e
geragdes de selecdo. A complexidade dos genomas (elevado nivel de ploidia e aneuploidia)

das espécies de Saccharum, utilizadas nas primeiras hibridizacbes em cana-de-agucar,
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associada a uma citogenética irregular dos hibridos interespecificos obtidos, tornou o
melhoramento dessa cultura uma atividade extremamente desafiadora. Outro fator, que
dificulta de forma significativa os trabalhos para obtencéo de genotipos superiores, é a base
genética limitada das variedades modernas, que esta alicercada em poucos hibridos iniciais
(Aitken & McNeil, 2010).

Na tentativa de contornar este quadro desafiador apresentado pela canavicultura
atual, ferramentas biotecnologicas estdo sendo empregadas para aprimorar a compreensdo
da estrutura gendmica da cana e permitir a identificacdo de locos relacionados a
caracteristicas de interesse econdmico. Neste sentido, o uso de marcadores moleculares
apresenta a possibilidade de aperfeicoar a pratica de selecdo, pois além de revelar a
variabilidade genética existente diretamente no DNA, esta técnica é aplicavel a qualquer

estagio da planta.

2.5 APLICACAO DOS MARCADORES MOLECULARES NO MELHORAMENTO
GENETICO DA CANA-DE-ACUCAR

O melhoramento genético de plantas, na sua forma convencional, é baseado na
selecdo fenotipica de genotipos superiores em populacbes segregantes oriundas de
cruzamentos planejados. Essa estratégia geralmente encontra obstaculos, principalmente
devido a interacdes gendtipo—ambiente, que podem dificultar a identificacdo dos genotipos
de interesse. Outros fatores desfavoraveis associados aos métodos de melhoramento
tradicional estdo relacionados com o alto custo dos procedimentos de sele¢do e com o longo
tempo para obtencdo de novas variedades (entre 12 a 15 anos no caso da cana-de-agucar)
(Creste et al., 2008).

Os avancos em genética e biologia molecular, principalmente com o
desenvolvimento da tecnologia do DNA recombinante, da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) e do sequenciamento automatico de DNA, permitiram realizar estudos com maior
seguranca, rapidez e eficiéncia sobre a composicdo genética das espécies a serem
melhoradas, possibilitando, por exemplo, medir a variabilidade existente dentre os genotipos
disponiveis aos programas de melhoramento. A utilizagcdo dos marcadores moleculares nos
programas de melhoramento € um exemplo desses avancos. Segundo Creste et al. (2008)

estes marcadores tém modernizado a capacidade de caracterizar a variagdo genética em
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muitos organismos, pois sdo capazes de detectar a variabilidade existente a um nivel de
resolucdo muito superior aos métodos convencionais.

Em cana-de-agUcar, marcadores moleculares estdo sendo utilizados em programas de
melhoramento genético principalmente nos estudos, de: identificacdo genética
(fingerprinting - certificacdo varietal); para medir a distancia genética, visando a
identificacdo dos melhores cruzamentos com base na distancia genética dos genitores
envolvidos; para acessar a diversidade genética de genoétipos disponiveis aos programas de
melhoramento; em testes de paternidade, procedimento importante para que seja possivel a
repeticdo exata do cruzamento; na construcdo de mapas de ligacdo, os quais podem ser
utilizados na identificacdo de caracteristicas de interesse agrondmico (QTLs). Ao identificar
a probabilidade de uma planta expressar determinadas caracteristicas agrondémicas ou
industriais em suas fases iniciais, pode-se acelerar o processo de selecdo de variedades
(Creste et al., 2008). O mapeamento genético, além permitir a localizacdo de genes ou
regides gendmicas envolvidas no controle de caracteristicas quantitativas, fornece a estrutura
necessaria para a obtencdo de mapas fisicos.

A Selecdo Assistida é outra ferramenta promissora da aplicacdo dos marcadores
moleculares nos programas de melhoramento da cana-de-agucar, pois permite realizar a
selecdo de gendtipos no estagio juvenil da populacdo de melhoramento. O resultado dessa
selecdo precoce seria ganhos em tempo e custos. Porém, a utilizacdo desta tecnologia
depende de uma série de fatores associados a natureza das caracteristicas de interesse e dos
marcadores moleculares empregados para essa espécie; do tipo de associacdo entre as
caracteristicas e os marcadores; e da estratégia de melhoramento da cultura. Além disso,
outros fatores podem influenciar na aplicacdo dessa técnica, tais como herdabilidade e
viabilidade econémica (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Devido, a esses fatores e as
caracteristicas genéticas da cana-de-agucar comercial (poliploidia, aneuploidia, hibrido
interespecifico), a selecdo assistida por marcadores nao esta sendo aplicada com eficiéncia
satisfatoria nos programas de melhoramento genético da cultura.

2.5.1 Marcadores moleculares
Marcador molecular € uma sequéncia de nucleotideos localizada numa posigéo

especifica do genoma, a qual deve apresentar variabilidade suficiente entre gendtipos para

que seu padrdo de heranga possa ser analisado (Schulman, 2007). Marcadores que utilizam
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0 préprio genoma revelam sitios de varia¢@es neutras diretamente na sequéncia de DNA. Por
serem neutras, ao contrario do que ocorre com os marcadores morfoldgicos, essas variagdes
ndo se mostram no fendtipo. Os marcadores moleculares possuem ainda a vantagem de
serem muito mais numerosos e nao sofrem influéncia do ambiente (Ferreira & Grattapaglia,
1998).

Para Xu (2010), os marcadores moleculares devem satisfazer os seguintes
critérios, para que possam ser utilizados de forma satisfatoria: (1) ter elevado nivel de
polimorfismo genético; (2) apresentar padrdo de heranca codominante, de modo que 0s
heterozigotos possam ser distinguidos dos homozigotos; (3) apresentar distingéo clara entre
alelos, de modo que diferentes alelos possam ser facilmente identificados; (4) apresentar
distribuicdo uniforme em todo o genoma; (5) ser de facil deteccdo, de modo que todo o
processo possa ser automatizado; (6) apresentar baixo custo de desenvolvimento e
genotipagem; e (7) apresentar reprodutibilidade alta, de modo que os dados possam ser
acumulados e compartilhados entre laboratérios.

Existem varias classes de marcadores moleculares disponiveis para analise
genética aplicada ao melhoramento de plantas. Os principais sdo: RFLP — Restriction
Fragment Length Polymorphism (Botstein et al., 1980); RAPD — Random Amplified
Polymorphic DNA (Williams et al., 1990); SSR — Simple Sequence Repeats (Jacob et al.,
1991); AFLP — Amplified Fragment Length Polymorphism (Vos et al., 1995); SNP - Single
Nucleotide Polymorphism (Brookes, 1999); e recentemente, um novo tipo de marcador, 0s
DArT — Diversity Array Technology (Jaccoud et al., 2001), esta sendo aplicado com sucesso
nos trabalhos envolvendo espécies cultivadas.

Os RFLP foram os primeiros marcadores moleculares a serem descritos,
permitindo detectar as diferencas entre individuos diretamente no DNA. A técnica é baseada
na acdo de enzimas de restricdo que clivam o DNA em locais especificos, denominados de
sitios de restricdo. O polimorfismo decorre da presenca ou auséncia desses sitios de restri¢éo,
devido a ocorréncia de substituicOes, delecdes ou insercdes de pares de bases na fita de DNA
durante o processo evolutivo. Os RFLP sdo marcadores codominantes, para 0s quais €
possivel se distinguir os individuos homozigoticos dos heterozigéticos (Caixeta et al., 2006).

Quando comparados com as isoenzimas, 0os marcadores RFLP apresentam a
vantagem de cobrir potencialmente todo o genoma, aumentando assim a probabilidade de
identificacdo de associacOes significativas entre estes marcadores e genes que controlam

caracteres de interesse. As principais limitacdes da técnica de RFLP sdo: a baixa
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possibilidade de automacéo da metodologia, a dificuldade de obtencdo de uma biblioteca de
sondas, a exigéncia de pessoal altamente qualificado para se trabalhar com DNA
recombinante, os custos elevados, e ainda, as quantidades consideraveis de DNA exigidas
para emprego da técnica (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

A descoberta da reacdo em cadeia da Polimerase (PCR) possibilitou a
visualizagdo de fragmentos de DNA apds sua sintese em grande quantidade. Com o
desenvolvimento da PCR surgiram novos marcadores moleculares, como os RAPD. De
acordo com Xu (2010), a técnica dos marcadores RAPD consiste em utilizar primers curtos
e de sequéncia arbitraria para dirigir a reacdo de amplificacdo. A utilizagdo de primers
arbitrarios eliminou a necessidade de conhecimento prévio da sequéncia do organismo sob
analise. As principais aplicacbes dos RAPD sdo: fingerprinting, analise da estrutura e
diversidade genética em populacdes naturais e bancos de germoplasma e construcdo de
mapas genéticos de alta cobertura genémica (Faleiro, 2007).

A base molecular dos marcadores RAPD ndo é simples. Evidéncias
experimentais indicam que diferencas em apenas um par de bases (mutacdo pontual) séo
suficientes para causar a ndao complementaridade do primer com o sitio de iniciacéo,
impedindo assim a amplificacdo do fragmento de DNA (Nguyen & Wu, 2005). Os
marcadores RAPD séo baseados na amplificacdo do DNA e ndo na hibridizacdo, como nos
marcadores RFLP, sendo assim a técnica de RAPD possui a vantagem de ser mais simples
e rapida, pois possibilita a visualizacéo direta dos padrdes de bandas no gel de eletroforese.
A principal desvantagem dos RAPD estéa relacionada a sua natureza dominante (Ferreira &
Grattapaglia, 1998).

Os marcadores SSR, também sdo designados de microssatélites, consistem em
pequenas sequéncias de 1 a 6 nucleotideos, repetidas em tandem. Os microssatélites sdo
observados em grande nimero no genoma de eucariotos. Estudos mostram que no genoma
de plantas é possivel encontrar um SSR a cada 6 a 7 Kbp, sendo o dinucleotideo (AT)n, o
elemento repetido mais comum (Xu, 2010). As regides que flanqueiam os microssatélites
sdo geralmente conservadas entre os individuos de uma mesma espécie, 0 que permite a
selecdo de primers especificos que amplificam, via PCR, fragmentos contendo o DNA
repetitivo em todos os gendtipos. Com isso, 0s microssatélites estdo sendo amplamente
utilizados em diversos estudos com plantas cultivadas (sorgo, milho, cana-de-acucar, uva,

batata, etc.). A principal aplicacdo dos microssatélites tem sido em estudos de mapeamento
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genético. Devido a sua grande densidade de ocorréncia no genoma, o uso destes marcadores
permite a construcdo de mapas com maior resolugdo (Borém & Miranda, 2009).

A base genética do polimorfismo detectado pelos marcadores microssatélites
decorre das variacfes nas sequéncias de DNA altamente repetitivo, ou seja, variagdes no
nimero de elementos (motivos) repetidos. A principal vantagem dos marcadores
microssatélites advém da alta variabilidade geralmente encontrada nestes locos. Séao
marcadores tipicamente multialélicos, oferecendo um grande conteudo informativo por loco.
Além disso, sdo marcadores que apresentam padrao de heranca codominante, sdo abundantes
em eucariotos e encontram-se amplamente distribuidos no genoma destes organismos. Todas
estas caracteristicas favorecem a utilizacdo destes marcadores para o desenvolvimento de
mapas geneticos. A maior limitacdo da técnica dos microssatélites esta relacionada com o
trabalho de desenvolvimento dos marcadores, que requer pessoal especializado e
equipamentos sofisticados, fatores que elevam os custos iniciais de utilizacdo da técnica
(Caixeta et al., 2006).

Os AFLP sdo outra classe de marcador molecular que possuem grande potencial
de aplicabilidade no melhoramento de plantas. A técnica dos marcadores AFLP baseia-se na
amplificacdo do DNA via PCR para detectar diferencas num conjunto de fragmentos
digeridos com enzimas de restricdo e selecionados utilizando primers especificos (Xu,
2010). Os marcadores AFLP estdo sendo utilizados nos mais diversos estudos, como
fingerprinting, para acessar a variabilidade genética, no registro de variedades, no
mapeamento genético e na analise de marcadores ligados a caracteristicas de interesse
(Faleiro, 2007).

A origem do polimorfismo verificado com a técnica de AFLP séo as mutagdes
pontuais, insercdes ou delecbes que levam a perda ou ganho de um sitio de restricdo,
reconhecido pelas enzimas utilizadas, ou alteracdes na sequéncia de nucleotideos nos
terminais 3 dos primers que dirigem a PCR a partir dos adaptadores. Por serem distribuidos
ao longo do genoma e por possuirem heranca mendeliana, os AFLP sdo altamente
informativos. Este fato reflete a principal caracteristica dos marcadores AFLP, que é a
capacidade de analisar, simultaneamente, véarias regides do genoma com alta
reprodutibilidade. A grande limitacdo dos AFLP € o baixo conteudo de informacéo genetica
por loco, pois sdo marcadores com padrdo de heranca dominante. Outra desvantagem dos
marcadores AFLP é a maior quantidade requerida de DNA de boa qualidade para fins de

analise (Ferreira & Grattapaglia, 1998).
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Os polimorfismos de um unico nucleotideo, SNP, se baseiam na detec¢do de
variagOes resultantes da substituicdo de uma Unica base no genoma. As substituicdes mais
frequentes sdo do tipo transicdo. Para que uma variacdo seja considerada um SNP, sua
frequéncia na populacao estudada deve ser superior a 1%. Os primeiros estudos com SNP
ocorreram em seres humanos. Durante o sequenciamento do genoma humano observou-se
um grande nimero de variagdes de ponto encontradas ao se comparar segmentos
correspondentes do genoma (Brookes, 1999).

Os marcadores SNP sdo, geralmente, de natureza bialélica, sdo extremamente
abundantes no genoma, podendo ocorrer tanto em regides expressas quanto em regides ndo-
expressas. Juntamente com as inser¢des e delecdes (indels) sdo a base genética de
marcadores como os RFLP, RAPD e AFLP. Os SNP sdo marcadores que oferecem um
grande numero de informacdes por gendtipo analisado. Em algumas espécies cultivadas,
como o milho, ocorre um SNP a cada 70 pb (Gupta et al., 2001). Estudos com clones de
cana-de-acucar evidenciam a ocorréncia de um SNP a cada 35 pb (Bundock et al., 2009).
Devido a essa caracteristica, 0s SNP surgem como uma ferramenta importante na obtencéo
de mapas genéticos de alta resolucdo. Outra utilizacdo promissora dos SNP é a Selecédo
Assistida por Marcadores (SAM) e, mais recentemente, a Selecdo Gendmica Ampla (Caixeta
et al., 2006).

2.5.2 Marcadores DArT

A utilizacdo dos marcadores DArT foi proposta inicialmente por Jaccoud et al.
(2001). Esta técnica consiste no emprego de uma metodologia de alto rendimento, capaz de
comparar milhares de fragmentos de DNA em apenas um ensaio, permitindo a observagéo
simultanea de varias centenas de locos polimorficos espalhados pelo genoma. A técnica
apresenta baixo custo de genotipagem por loco, se baseia na utilizacdo de procedimentos
rapidos e robustos, na geracdo automatizada de dados, ndo depende da utilizacdo de géis de
agarose ou poliacrilamida e requer uma quantidade minima de DNA genémico por amostra.
No entanto, o grande diferencial desta metodologia esta na sua capacidade de gerar uma
gama de marcadores, com ampla cobertura do genoma, sem a necessidade de obtencéo de
informagdes prévias sobre sequéncias de DNA ou de primers especificos (Jaccoud et al.,
2001).



33

Os marcadores DArT sdo, por esses motivos, muito interessantes para o
desenvolvimento de estudos de caracterizacdo genética das mais variadas espécies, para as
quais ndo ha dados moleculares prévios, e em situacGes em que 0s recursos sdo limitados
(Huttner et al., 2004). Atualmente, a tecnologia DArT € aplicada pela empresa DArT
Pty/Ltd. A empresa disponibiliza o servico de genotipagem para inlimeras espécies
cultivadas, incluindo: trigo, cevada, cana-de-agUcar, banana, sorgo, entre outras e para
algumas espécies de animais e fungos. Procedimentos estdo sendo realizados para testar o
método de reducdo de complexidade em outros organismos.

O método de geracdo dos marcadores DArT consiste basicamente em duas
etapas. Na primeira etapa, cria-se um painel de diversidade (desenvolvimento do array) para
a espécie em estudo (Figura 3A). Esta etapa consiste na geracdo das representacdes
genbmicas através do método de reducdo da complexidade do DNA. Esta reducdo ocorre
devido a acdo combinada de enzimas de restri¢do especificas (ex. EcoRl, Pstl e Mspl), sendo
uma de corte raro e outra de corte frequente. Apds a digestdo do DNA genémico, adaptadores
com sequéncias equivalentes apenas aos sitios de restricdo das enzimas de corte raro sao
ligados aos fragmentos gerados. Utilizando primers especificos para cada sequéncia do
adaptador, amplificam-se estes fragmentos via PCR, produzindo assim uma representacdo
gendmica para 0 DNA da espécie estudada. O passo seguinte é a clonagem destes fragmentos
em um vetor e posterior amplificacdo dos insertos. O painel de diversidade € gerado pela
impressdo dos microarrays contendo as representacdes gendmicas em laminas de vidro
(slides) (Jaccoud et al., 2001).

A segunda etapa de obtengdo dos marcadores DAIT consiste na genotipagem
utilizando o painel de diversidade gerado na etapa anterior (Figura 3B). O passo inicial
consiste na obtencdo das representacfes genémicas para cada individuo a ser genotipado
(DNA-alvo) e na marcagdo com fluorescéncia (ex. verde). O fragmento polylinker do vetor
de clonagem ¢ utilizado como sinal de referéncia. A marcacdo é feita com fluorescéncia de
cor diferente da utilizada para marcar as representacdes das amostras (ex. azul). Em seguida,
promove-se a hibridizacdo do DNA-alvo com os fragmentos de referéncia imobilizados no
slide (painel de diversidade). Os slides sdo entdo escaneados. As imagens obtidas sdo
analisadas e manipuladas no software DArTSoft (DArT P/L) (Figura 3) (Wittenberg, 2007).



34

A) Array development B) Genotyping
k e.g. parents j \ ::Ws;g:‘gﬂv
Complexity Complexity

reduction reduction

Polymorphic fragments only
present in some individuals

it /9%{%
@ lPon—

Genomic representations Genomic representations linker
Biunnnnnnnnnnnin Bnonnmmmmnnnn X
Library construction \ J
, Cloning Labelling Y
. ’595 a SN
B Amplification @
I !—'-'-_-'---'---- \_  Tamgst Reference /
- Hybridization
SHENDHBHERE
——— —
BHEHERBHEHER =

Washing &
scanning

Data
analysis

Figura 3. Resumo do procedimento para geracao dos marcadores DArT. A) obtencdo do
painel de diversidade e B) genotipagem das amostras. Fonte: Wittenberg (2007).

O DArTSoft possui um modulo de deteccdo de polimorfismo, que realiza a
identificacdo automatica dos marcadores com seus respectivos parametros de qualidade. A
avaliacdo, se um spot do array apresenta polimorfismo, é baseada nas razdes dos valores
normalizados (log) da intensidade dos sinais de hibridizacdo em cada spot (Figura 4A). Se
estas razdes em todos os spots forem semelhantes, o loco sera monomorfico. Mas, se for
possivel separar esses valores em dois ou trés grupos (clusters), considera-se o loco como

polimoérfico e consequentemente, ele é classificado como um marcador (Figura 4b).
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Figura 4. Andlise das imagens e deteccdo de polimorfismo. A) Array de 96 spots em
quadro slides, mostrando a diversidade de sinais de hibridizacdo em quatro
cultivares de arroz e o histograma com distribui¢do trimodal para os valores
normalizados da razdo entre a intensidade de sinais verde/vermelho. Fonte:
Jaccoud et al. (2001). B) Graficos mostrando a distribuicdo dos valores
normalizados de cada spot para um marcador monomorfico (scPtb-383525) e
um polimorfico (scPth-425947) em cana-de-agUcar.

O software classifica todos os pontos dentro dos clusters usando um algoritmo
(FCM — Fuzzy c-means). O algoritmo define os clusters centrais e calcula a probabilidade
de cada clone pertencer a estes clusters (valor de adesdo) num processo interativo. Por
exemplo, um valor de adesdo igual 0,9 para o cluster 1, significa que este clone pode ser
classificado no cluster 1 (presenca) com uma probabilidade de 90%. Assim, o DArTSoft
gera uma tabela bindria, baseada nos valores de adeséo de cada clone aos clusters centrais,
atribuindo o valor 0 aos clones pertencentes ao cluster mais baixo e o valor 1 aos clones
pertencentes ao cluster ao mais alto.

Os marcadores DArT sdo bialélicos, comportam-se de maneira dominante
(presenca ou auséncia). O método de reducdo da complexidade exerce influéncia sobre o
tipo de polimorfismo detectado pelos marcadores DArT. Por exemplo, o uso de enzimas de
restricdo que sdo sensiveis a metilagdo do DNA (ex. Pstl) identificara marcadores baseados
tanto na variacdo de sequéncias (SNP e indel) como no proprio polimorfismo de metilacéo
(Kilian et al., 2005).

Os marcadores DArT, estdo sendo utilizados em estudos de varias espécies de

importancia agrondmica, por exemplo, em cevada (Wenzl et al., 2004), trigo (Akbari et al.,



36

2006), arroz (Xie et al., 2006), sorgo (Mace et al., 2008), cana-de-agUcar (Heller-Uszynska
et al., 2010), entre outras culturas. Nestes trabalhos, os marcadores DArT foram aplicados
para caracterizar colecbes de germoplasma, para fins de avaliacdo da magnitude da

diversidade genética e para a construcao de mapas genéticos de média densidade.

2.5.3 Mapeamento genético

Para utilizar as informacdes genéticas fornecidas pelos marcadores moleculares
de forma mais eficiente, é importante conhecer os locais e as posicdes relativas destes
marcadores nos cromossomos. Através do mapeamento genético é possivel realizar tal
inferéncia. A construcdo de mapas de ligacdo utilizando marcadores moleculares baseia-se
nos mesmos principios daqueles usados na elaboracéo de mapas genéticos classicos: selecao
de marcadores, selecdo de genoOtipos parentais, obtencdo de uma populacdo segregante,
genotipagem dos individuo e construcdo dos mapas de ligacao (Xu, 2010).

Segundo Jones et al. (1997), fazer mapeamento genético € distribuir os
marcadores nos grupos de ligacdo, indicar as distancias relativas entre eles e ordena-los de
acordo com os valores de recombinacdo para cada par de marcador. Liu (1997) define mapas
genéticos como modelos abstratos do arranjo linear de um grupo de genes ou marcadores,
sendo esses modelos baseados na ocorréncia de recombinagdes de cromossomos homélogos
durante a meiose. Essas recombinagfes sdo ocasionadas pela ocorréncia de eventos, em
namero impar, de crossing-over entre 0s sitios do cromossomo onde estdo localizados 0s
marcadores. Portanto, quanto mais proximos estiverem dois marcadores num cromossomo,
menor sera a possibilidade de ocorrer um evento de recombinagdo entre eles. Assim,
estimando-se que a partir da frequéncia de recombinacdo, é possivel calcular a distancia
genética entre os marcadores e estabelecer sua ordem relativa, que permite a construcao de
mapas genéticos.

Em 1913, Sturtevant definiu fracdo de recombinacdo como proporcdo de
gendtipos recombinantes, sugerindo sua utilizagcdo na estimagdo da distancia entre dois
genes. Sturtevant afirmava que, se o arranjo dos genes nos cromossomos é linear e a
frequéncia de recombinacdo depende da distancia fisica entre eles, os genes podem ser
organizados numa linha reta com distancias proporcionais a fracdo de recombinacao entre
eles (Speed & Zhao, 2007).
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Os valores das frequéncias de recombinagdo ndo sdo utilizados diretamente
como medida da distancia genética entre marcadores, devido ao fato que essa medida nao é
aditiva, condicdo necessaria para a construcdo de mapas genéticos. Para satisfazer essa
condicdo de aditividade, existem funcdes de mapeamento que permitem a correcdo da
distancia em porcentagem de recombinacdo para distdncia de mapa calculada em
centiMorgans — cM (Liu, 1997). As fungdes de mapeamento propostas por Haldane (1919)
e Kosambi (1944) sdo as mais utilizadas na construcéo de mapas.

E importante ressaltar que as distancias genéticas calculadas a partir das fracoes
de recombinacdo tém baixa correlacdo com as distancias fisicas expressas em nimero de
pares de bases. Existem regides cromossomicas pequenas, com algumas dezenas de milhares
de pares de bases, em que a probabilidade de ocorrer um evento de recombinacdo é alta
(regides denominadas de hotspots de recombinagdo). Ao mesmo tempo, ha regibes com
alguns milhdes de pares de bases onde a ocorréncia de recombinagdo é praticamente nula
(e.g. regides teloméricas e centrébmeros) (Ferreira & Grattapaglia, 1996).

Com as distancias entre os pares de marcadores estabelecidas, torna-se possivel
separar 0s grupos de ligacdo. Testes sdo feitos considerando duas marcas de cada vez, com
a hipotese Ho de que a frequéncia de recombinacédo entre ambas é igual a 0,5. Em conjunto
com os testes, pode-se usar a chamada “propriedade transitiva”, a qual estabelece que se um
gene A esta ligado ao gene B, e 0 gene B esté ligado ao gene C, entdo o gene A esta ligado
ao gene C, assim os grupos vao sendo estabelecidos (Bearzoti, 2000).

As rotinas computacionais implementadas nos softwares utilizados atualmente
para a construcdo de mapas genéticos fazem uso da estatistica de teste denominada de razdo
de verossimilhanga (Likelihood Ratio). No intuito de se facilitar a interpretacdo dos valores
observados para esta estatistica de teste, foi proposta a utilizacdo de uma grandeza definida

como LOD-score, ou simplesmente LOD, em que:

— L")
LOD = IOglOL(r:O,S)

sendo:

L(7) o valor da funcdo de verossimilhanca correspondente a estimativa de méaxima
verossimilhancga de r;

L(r=0,5) o valor da fungéo de verossimilhanca considerando-se a fragdo de recombinagéo
(r) como igual a 0,5.
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Por exemplo, um valor de LOD=2 indica que Hi: (r=7) é 100 vezes mais
verossimil do que Ho: (r = 0,5), enquanto que um LOD=3 indica que esta razdo é de 1000
vezes, e assim por diante (Bearzoti, 2000).

Existem diversos aplicativos computacionais que utilizam diferentes algoritmos
de estimacdo multiponto para as distancias genéticas e para ordenacdo de marcadores,
desenvolvidos especificamente para a construcdo de mapas genéticos, tais como MapMaker,
Carthagene, GMendel, JoinMap, OutMap, OneMap, entre outros.

2.5.4 Mapeamento Genético em Cana-de-Acucar

Em poliploides, como a cana-de-agUcar, a construgcdo de mapas genéticos € mais
complexa do que em espécies diploides, por diversas razdes:(1) um grande nimero de
genotipos distintos é esperado na populacdo segregante,(2) existem varios modelos de
formacgdo gamética e pareamento aleatorio de multiplos cromossomos homélogos, (3) as
frequéncias de gametas diferentes ndo podem ser identificadas com seguranca, devido a
segregacédo de alelos com diferentes dosagens, e (4) a constituicdo gendmica de muitos
poliploides ndo é totalmente conhecida (Wu et al.,1992; Alwala & Kimbeng, 2010).

Para superar essas limitacdes, Wu et al. (1992) propuseram um método para o
mapeamento em poliploides que utiliza apenas marcadores em dose Unica (MDU). Grivet &
Arruda (2001) afirmam que, quando a poliploidia é alta e o pareamento é polissémico ou
irregular, os alelos que estdo presentes numa Unica copia sdo muito mais informativos do
que outros marcadores com dosagens diferentes. Por este método, a genotipagem dos
individuos é sempre baseada na presenca ou auséncia de marcas, desprezando-se o carater
codominante dos marcadores utilizados, mesmo quando este supostamente for o caso, como
ocorre com 0s marcadores SSR (Albino et al., 2006).

Os marcadores em dose unica podem ser detectados de duas maneiras, aqueles
que segregam na proporcao 1:1, quando a marca esta presente em um genitor e ausente em
outro (Aaaaaa... X aaaaaa..., OU Vice-versa, aaaaaa... X Aaaaaa...), € 0S marcadores que
segregam segundo uma proporcéo de 3:1, quando o alelo que d& origem a banda esté presente

em ambos os genitores (Aaaaaa... X Aaaaaa...) (Figura 5).
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Figura5. A) Representacdo da segregacdo de marcadores em dose Unica numa progénie
(F1) e B) Esquema ilustrando as diversas combinagdes possiveis de dosagem
alélica em individuos octaploides. Em destaque, as combinacdes de dose Unica
(1:1 e 3:1) (Fonte: Albino et al., 2006).

As variedades modernas de cana-de-agucar, assim como as espécies selvagens
de Saccharum sdo altamente heterozigéticas, ndo havendo linhas puras melhoradas devido
as dificuldades praticas para a realizacdo de autofecundacgdes controladas. As populagdes de
mapeamento sdo geralmente progénies de primeira geracdo (F1). Neste sentido, Grattapaglia
& Sederoff (1994) propuseram uma estratégia para a construcdo de mapas em populacdes
F1, denominada de pseudo-testcross. Esta abordagem consiste na realizacdo de analises de
ligacdo para cada genitor separadamente, de modo que sdo construidos mapas individuais.

Utilizando o método de estimacdo de maxima verossimilhanca, Wu et al. (2002)
desenvolveram um algoritmo baseado no algoritmo EM (Expectation Maximization) para
estimar simultaneamente a fragdo de recombinacdo e as fases de ligagdo entre os marcadores.
Por este algoritmo, marcadores com diferentes padrfes de segregacao podem ser analisados
num Unico mapa integrado. Em cana-de-acUcar pode-se utilizar tal procedimento para
mapear marcadores com segregacdo 1:1 e 3:1, e obter um mapa integrado para a espécie.

A adocdo dessas estratégias de mapeamento (Wu et al., 1992; Grattapaglia &
Sederoff, 1994; Wu et al., 2002) permitiu a construcdo de diversos mapas para cana-de-
acucar. Estes mapas foram construidos utilizando dados de populacdes originarias de
cruzamentos interespecificos envolvendo espécies do género Saccharum e tambem de
cruzamentos entre variedades comerciais.

Os primeiros mapas estabelecidos para cana-de-agUcar foram propostos por Al-
Janabi et al. (1993) e Da Silva et al. (1993), que utilizaram progénies derivadas de um mesmo

cruzamento entre um clone de S. spontaneum (SES 208 / 2n=64) e seu duplo-haploide (ADP
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85-0068). No primeiro mapa, a partir da selecdo de 127 primers, foi possivel detectar 2160
locos de RAPD numa populacdo de mapeamento composta por 88 individuos. Dos 2160
locos visualizados, 279 apresentaram-se polimarficos, e destes, 208 (74,6%) segregaram na
proporcéo 1:1 e foram usados para gerar um mapa com 42 grupos de ligacdo (Al-Janabi et
al., 1993). Para a construcao do segundo mapa, um total de 116 sondas de RFLP foi utilizado
para genotipar uma progénie de 44 individuos, em que foram detectados 295 locos
polimorficos, dos quais 216 foram fragmentos de restricdo em dose unica (SDRF — Single-
Dose Restriction Fragments) e quando mapeados resultaram em um mapa com 44 grupos de
ligagéo (Da Silva et al., 1993).

Em 1995, Da Silva e colaboradores (incluindo-se Al-Janabi) construiram um
mapa genético combinando marcadores RFLP e RAPD para o clone SES 208 (S.
spontaneum). Neste estudo, foram obtidos 64 grupos de ligacdo gerados a partir do
mapeamento de 527 marcadores, incluindo 208 RAPD/SD (Al-Janabi et al., 1993), 234
SDRF (Da Silva et al., 1993), além de, 41 locos double-dosede RFLP (82 marcadores DD)
e 1 triple-dose (3 marcadores TD). Os 64 grupos de ligacdo foram organizados em oito
grupos de homologia, isto foi possivel devido a incorporacdo dos marcadores DD no mapa
gerado com marcadores em dose Unica (SD). Estes dados demonstraram evidéncias que 0
clone SES 208 possui segregacdo polissdmica e comporta-se como um auto-octaploide.
Outros mapas foram construidos para S. spontaneum (Ming et al., 1998; Ming et al., 2002).

Através de cruzamentos interespecificos, mapas genéticos foram construidos
para a espécie cultivada S. officinarum e para as espécies selvagens S. robustum e S.
spontaneum. Guimarées et al. (1999) utilizaram uma progénie derivada do cruzamento entre
S. officinarum ('LA Purple’) e S. robustum (‘Mol 5829”) pra construir mapas genéticos.
Trezentos e quarenta e um marcadores single-dose (SDM) foram mapeados no genoma de
‘LA purple’ resultando em 74 grupos de ligagdo. Para ‘Mol 5829°, 301 SDM formaram 65
grupos de ligacdo. Para outro cruzamento interespecifico, envolvendo as espécies S.
officinarum (variedade ‘La Sriped”) e S. spontaneum (clone SES 147B), foram construidos
mapas para 0s genitores a partir de uma populagdo de mapeamento composta por 100
individuos. Neste trabalho, foram utilizados marcadores do tipo AFLP, SRAP (Sequence
Related Amplified Polymorphism) e TRAP (Target Region Amplification Polymorphism),
em conjunto, resultaram na formacao de 49 grupos de ligacdo para a variedade ‘La Sriped’

(S. officinarum) e em 45 grupos para o clone SES 147B (S. spontaneum) (Awala et al., 2008).
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O primeiro estudo de mapeamento para variedades modernas foi desenvolvido
por Grivet et al. (1996), em que 128 sondas de RFLP e uma isoenzima foram usadas para
gerar um montante de 630 marcadores segregantes a partir da genotipagem de uma progénie
de 77 individuos, derivada de autofecundacdo da variedade elite “R570”. Deste total de 630
marcadores, 408 foram alocados em 96 grupos de ligagéo, os quais foram reunidos em 10
grupos de homologia. Neste trabalho também se investigou a origem dos marcadores, através
da comparacdo de padrdes de RFLP entre a variedade R570 e clones das espécies S.
officinarum, S. spontaneum e S. barberi. Foi possivel analisar a origem de 146 marcas, sendo
80 (54,8%) destas originarias de S. officinarum e 66 (45,2%) de S. spontaneum, ndo
aparecendo bandas especificas para S. barberi. Diante disso e da premissa que 80% do
genoma das variedades modernas sdo provenientes de S. officinarum, pode-se concluir que
a resolucdo do mapa é consideravelmente mais alta na por¢do do genoma derivada de S.
spontaneum. Dados que corroboram com a ideia de que esta espécie € a principal responsavel
pela diversidade genética encontrada nas canas modernas (Piperidis et al., 2010).

Uma nova progénie, de 295 individuos, resultante da autofecundacdo da
variedade R570 foi analisada através de 37 primers de AFLP, gerando 1185 marcas
polimérficas. Destas, 939 (marcas 3:1) foram utilizadas na construcdo de um mapa genético
com 120 grupos de ligagdo, com comprimento cumulativo de 5849 cM (Hoarau et al., 2001).
Incorporando marcadores RGA (genes analogos de resisténcia) e SSR a este mapa, Rossi et
al. (2003) obtiveram um novo mapa com 128 grupos de ligacdo e 8 grupos de homologia.

O cruzamento entre o clone 1J76-514 (S. officinarum) e a variedade comercial
australiana ‘Q165” originou uma progénie composta por 227 genétipos, que foi utilizada
para a construcao de mapas de ligacéo para cada genitor (Aitken et al., 2005).

Para a variedade ‘Q165’, as analises de mapeamento foram realizadas a partir de
marcadores AFLP, RAF (Randomly Amplified DNA Fingerprint) e SSR. Foram detectados
1365 marcadores polimarficos, dos quais 967 (71%) foram classificados como single-dose.
Deste total, 910 foram distribuidos em 116 grupos de ligacdo, com comprimento de mapa
acumulado em 9058,3 cM. Posteriormente foram adicionados a este mapa, 123 marcas
double-dose, 36 marcas simplex biparental (3:1) e 5 marcas single-dose que tinham sido
descartadas inicialmente pelo teste de distorcdo, totalizando 1074 marcadores mapeados em
136 grupos de ligacdo. Com a andlise, principalmente, dos SSR foi possivel distribuir 127

dos 136 grupos de ligagédo em oito grupos de homologia (Aitken et al., 2005). Num trabalho
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recente com marcadores DArT, Heller-Uszynska et al. (2010) incorporaram grande
quantidade de marcas ao mapa de ligacao gerado para a variedade ‘Q165’.

Na construcdo do mapa de ligacdo para o clone 1J76-514 de S. officinarum
(parental feminino), 595 marcas polimorficas, herdadas a partir de 1J76-514, foram reveladas
através da utilizacéo de 40 pares de primers de AFLP e 72 de SSR. Das 595 marcas obtidas,
apenas 240 foram classificadas como single-dose e, por sua vez, distribuidas em 47 grupos
de ligacdo. Assim como no mapa construido para a variedade ‘Q165’, neste mapa também
foram acrescentados marcadores double-dose e simplex biparental. Com isso, um conjunto
534 marcadores foi mapeado para formar 123 grupos de ligacdo, dos quais 105 foram
agrupados em dez grupos de homologia (Aitken et al., 2007).

O emprego de novas metodologias nos estudos de mapeamento tem aperfei¢coado
o0 desenvolvimento de mapas genéticos em cana-de-agucar. Abordagens, como a proposta
por Wu et al. (2002) que utiliza um algoritmo (EM) para estimar simultaneamente a fracao
de recombinacéo e a fase de ligagdo entre locos, permitiram a construcdo de um Gnico mapa
integrado para uma populacdo derivada do cruzamento entre duas variedades pré-comerciais
brasileiras (SP80-180 x SP80-4966). A avaliacdo de trés tipos de marcadores (RFLP, SSR e
AFLP) resultou num total de 1118 marcas single-dose, oriundas da genotipagem de 100
individuos, os quais foram selecionados aleatoriamente numa progénie de 498 gendtipos.
Apos as analises de mapeamento foram obtidos 131 grupos de ligacdo, representando um
comprimento total de 2602 cM (Garcia et al., 2006). Os procedimentos de mapeamento
foram executados no software OneMap (Margarido et al., 2007), desenvolvido com o intuito
de facilitar as analises de ligacdo em espécies em que as geracdes de mapeamento nao sdo
derivadas do cruzamento entre linhas puras, através da utiliza¢do do algoritmo EM.

Com o objetivo de construir um mapa refinado e mais saturado para cana-de-
acucar, Oliveira et al. (2007) incorporaram ao mapa gerado por Garcia et al. (2006),
marcadores RFLP e SSR desenvolvidos a partir de sequéncias expressas (EST). Estes autores
obtiveram um mapa com 192 grupos de ligacdo, dos quais 120 foram distribuidos em 14
grupos de homologia.

Os estudos de mapeamento genético ndao somente permitiram uma melhor
compreensdo da organizagdo do genoma da cana-de-acUcar e de sua arquitetura genética,
mas tambeém facilitaram a deteccgéo e identificacdo de locos que contribuem para a variagao

de caracteristicas quantitativas (QTL). Os trabalhos voltados ao mapeamento de QTL tém
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identificado genes importantes, relacionados, por exemplo, a resisténcia a ferrugem e a cor
do caule (Raboin et al., 2006).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL

A populacdo de mapeamento utilizada neste trabalho foi composta por 186
genotipos selecionados aleatoriamente a partir de uma progénie Fi constituida de 786
individuos, provenientes do cruzamento entre uma variedade amplamente utilizada em
cruzamentos realizados pela RIDESA, a RB72454 (genitor masculino — doador de pdlen) e
entre um gendtipo ndo lancado no mercado, a RB97327 (genitor feminino). O cruzamento
foi realizado na Estacdo de Floragdo e Cruzamento da RIDESA, localizada na regido da
Serra do Ouro em Murici-AL.

A variedade RB72454 apresenta bom desenvolvimento, com colmos de bom
didmetro, boa altura e peso elevado, palmito médio, baixa exigéncia em fertilidade do solo,
alto teor de sacarose, alta produtividade e excelente sanidade. Tem origem no cruzamento
envolvendo o genitor CP53-76. O gendétipo RB97327, genitor feminino, foi obtido tendo
como um dos genitores a variedade H641881, que apresenta boa produtividade, alto teor de
fibra e brix, além de elevada pureza.

As sementes produzidas foram encaminhadas a Universidade Federal de Goiés.
Apbés a obtencdo das plantulas em casa-de-vegetacdo, estas foram transferidas
individualmente para garrafas plasticas (pets) de 2L, permanecendo nestes recipientes por
nove meses, para entdo serem transplantadas para uma area da Usina Centroalcool,
localizada no municipio de Inhumas - GO (16°15'27"S, 49°33'07""W). Todo o processamento
do material vegetal foi executado no Laboratério de Genética e Gendmica de Plantas do
Setor de Melhoramento de Plantas da Escola de Agronomia e Engenharia de Alimentos da

Universidade Federal de Goias.

3.2 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DO DNA GENOMICO

Para a extragdo do DNA gendmico total foram coletadas gemas laterais dos

colmos dos individuos selecionados. A retirada das gemas ocorreu com o auxilio de
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espéatulas, as quais foram desinfetadas em &lcool 70% apo6s cada coleta. O material foi
transferido ainda no campo para microtubos de 2 mL contendo 300 puL de tampdo de
homogeneizacdo (200 mM Tris-HCI pH 8,0; 50 mM EDTA pH 8,0; 2,2 M NaCl; CTAB 2%
e sulfito de sddio 0,06%), na tentativa de minimizar o efeito da oxidacdo do tecido vegetal.

O DNA gendmico total foi isolado de acordo com o protocolo especifico para
cana-de-agucar proposto por Al-Janabi et al. (1999) com adaptacdes para tubos de 1,5 ml.
Inicialmente, foram depositadas de 3 a 4 beads nos microtubos contendo o material vegetal
imerso no tampédo de homogeneizacdo. Antes da maceracdo do tecido foram adicionados
450 pL de mix (150 uL de N-lauril-sarcosina 5%; 150 uL de PVP 10%; 150 uL de CTAB
20%) pré-aquecido em banho-maria. O aquecimento do mix facilita a homogeneizacéo e a
pipetagem da mistura. As amostras foram maceradas utilizando o equipamento Tissuelyser
(Qiagen) por 2 minutos em velocidade maxima. Os microtubos foram mantidos em banho-
maria por 1 hora a 65 °C, com homogeneizacgéo por inverséo a cada 10 minutos. A solucao
foi resfriada & temperatura ambiente e foram adicionados 750 uL de CIA (cloroférmio e
alcool isoamilico na proporcao de 24:1), com homogeneizacao por inversdo por 10 minutos,
ininterruptamente. As amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 10000 rpm a
temperatura ambiente e o sobrenadante transferido para microtubos de 1,5 mL, recém
preparados, contendo 500 pL de isopropanol e 80 pL de solugdo NaCl 6M. Os microtubos
foram agitados por inversdao durante 5 minutos e incubados a -20°C por 40 minutos.
Realizou-se a centrifugacao da mistura por 10 minutos a 10000 rpm a temperatura ambiente,
descartando-se a fase aquosa. Os pellets obtidos foram lavados duas vezes com alcool etilico
70% (500uL), secos a temperatura ambiente e ressuspendidos em 60 uL. de TE (Tris 10 mM;
EDTA, 1 mM, pH 8,0) contendo RNAse (50 pg/mL). Para finalizar o processo de extragao
do DNA genbmico total, os microtubos foram incubados a 37°C por duas horas e
armazenados a -20 °C.

A qualidade do DNA gendmico total foi verificada inicialmente em gel de
agarose 1%, corado em solucdo de brometo de etidio e visualizado em foto-documentador
sob luz UV.

Em seguida, foi realizada a quantificacdo do DNA em espectrofotdmetro Qubit
(Invitrogen®). Apos a quantificacdo, as solugdes contendo DNA de cada um dos 186
individuos da progénie e dos dois genitores foram diluidas a uma concentragéo de 60 ng/uL,
com volume final igual a 20 pL, e distribuidas em duas placas de 96 pocos, reservando dois

pocgos em cada placa (G12 e H12) para controle da empresa de genotipagem. As placas foram
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lacradas e armazenadas a menos -20°C até a data de envio para a empresa responsavel pela
genotipagem do material.

3.3 GERACAODOS MARCADORES DAIT

A tecnologia dos marcadores DArT foi proposta por Jaccoud et al. (2001) e
atualmente é aplicada em rotina pela empresa prestadora de servi¢os Diversity Arrays
Technology Pty Ltd (DArT P/L), localizada na cidade de Canberra na Austrélia. Apds o
preparo das amostras, o material foi acondicionado em recipiente adequado e enviado a

DArT P/L para que fosse realizada a genotipagem dos 188 individuos.

3.4 ANALISES DE SEGREGACAO DOS MARCADORES DArT

Testes preliminares as analises de segregacdo foram realizados para verificar a
possivel ocorréncia de autofecundacgdo e de individuos contaminantes entre 0s genotipos
analisados. Tais testes apontaram a existéncia de duas popula¢des distintas: uma populagédo
resultante de autofecundagdo do genitor feminino RB97327, composta por 81 (43,5%)
individuos; e outra originaria do cruzamento biparental entre RB97327 e RB72454 genitor
masculino, formada por 91 (49%) individuos. Verificou-se ainda a presenca de 14 (7,5%)
individuos contaminantes ou com excesso de observacdes perdidas, que foram descartados.
Assim, as analises de mapeamento genético foram realizadas separadamente para as duas
populagdes.

A dosagem dos marcadores foi estimada pela analise dos padrdes de segregacao
(presenca x auséncia) dos marcadores DArT, por comparacao com as propor¢des esperadas
para marcadores de dose Unica, 1:1 (Aaaaaaaa... X aaaaaaaa..., OU Vice-versa) e 3:1
(Aaaaaaaa... X Aaaaaaaa...), em que a presenga do alelo positivo corresponde a “4” e a
auséncia ¢ representada por “a” (Wu et al., 1992). As proporc¢des observadas de segregacédo
foram submetidas ao teste de aderéncia de Qui-Quadrado (x?), sob a hipdtese Ho de que no
ha distorcdo das segregacdes mendelianas. Para fins de correcdo do erro tipo | para as
comparagdes multiplas, foi utilizado o critério de correcdo FDR (False Discovery Rate) igual

a 0,01. Marcas com distorgdes significativas de segregacdo foram eliminadas da anélise.
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3.5 CONSTRUCAO DO MAPA GENETICO DE LIGACAO

Para realizar a construcdo dos mapas de ligagédo utilizou-se o pacote OneMap
(Margarido et al., 2007) do programa estatistico R (R Development Core Team, 2011). As
analises realizadas no OneMap sé@o baseadas em abordagens de estimacdo multiponto com
modelos markovianos ocultos (hidden Markov models). A andlise de ligacdo entre
marcadores, tomados dois a dois, para fins de estimagdo das fracdes de recombinacao é
realizada via algoritmo EM (Expectation Maximization). A principal caracteristica do
aplicativo consiste na estimacgédo simultanea da fracdo de recombinacéo e das fases de ligacao
entre os marcadores, conforme a metodologia proposta por Wu et al. (2002). Assim, esta
metodologia permite a analise de diversos tipos de marcadores contendo varios padrdes de
segregacao.

Diante da existéncia de duas populacdes de mapeamento entre 0s genotipos
analisados, optou-se pela construcdo de cinco mapas de ligacdo no presente trabalho. Um
mapa corresponde ao genitor feminino RB97327, utilizando os dados gerados pela
populacdo de autofecundacdo, em que foi alocado no mapa o0 maior nimero possivel de
marcadores, tendo como critério, a escolha da melhor ordem fornecida pelos mecanismos de
ordenacdo. Os outros quatro mapas foram obtidos a partir dos dados gerados na populacéo
resultante do cruzamento biparental entre RB97327 x RB72454: um mapa integrado
contendo todas as marcas ligadas, utilizando a melhor ordem sugerida pelo software; um
framework deste mapa integrado, em que a escolha da melhor ordem foi feita utilizando-se
como critério um valor de ALOD = 2 entre a primeira e a segunda melhores ordens sugeridas
pelo software; um terceiro mapa para o genitor RB97327 e um quarto mapa, para o genitor
RB72454. Estes dois tltimos mapas foram construidos visando exclusivamente a estimagéo
do tamanho dos genomas das duas variedades envolvidas no cruzamento.

Os critérios utilizados para a construcao dos mapas de ligacdo foram: LOD > 3,5
e fragdo de recombinacdo < 0,4 para a populagéo resultante de autofecundagéo do genitor
RB97327. E, LOD > 5,0 e fracdo de recombinacdo < 0,4 para os mapas referentes a
populacéo obtida por cruzamento biparental (RB97327 X RB72454). Os valores das fracdes
de recombinagédo entre as marcas foram convertidos em centiMorgans (cM) utilizando a
funcdo de mapeamento proposta por Kosambi (1944).

No software OneMap, as funcGes que executam o teste de dois pontos e aloca 0s

marcadores em grupos de ligacdo, sao “rf.2pts” e “group”, respectivamente. A ordenagdo
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dos marcadores foi obtida utilizando as fun¢des “compare” para grupos com até seis marcas
e “order.seq” para grupos com sete ou mais marcadores. A fungdo compare compara todas
as ordens possiveis de marcadores numa sequéncia e a funcdo order.seq automatiza a
construcdo do mapa através das fungdes compare e try.seq, respectivamente.

O software oferece a opcdo de visualizagdo da matriz de fraghes de
recombinacdo e de valores de LOD (heatmaps) ao término da ordenacgdo, atraves do
comando “draw.try”. Esta opgdo permite identificar possiveis ligagBes espurias, auxiliando
assim, na obtencao da melhor ordem. A ordem final foi verificada pela permuta de ordem de
marcadores adjacentes através da fungdo “ripple.seq”.

Para a representacdo grafica dos grupos de ligacdo utilizou-se o software
MapChart 2.2 (Voorrips, 2002).

3.6 ESTIMACAO DO TAMANHO DO GENOMA DA CANA-DE-ACUCAR

O tamanho dos genomas dos genitores (RB97327 e RB72454) da populagéo de
mapeamento foi estimado de acordo com a metodologia proposta por Hulbert et al. (1988).
Esta metodologia consiste na estimagdo do nimero total de cM do genoma de um individuo
a partir dos dados de mapeamento.

Segundo Hulbert et al. (1988), o tamanho do genoma (G) de um individuo,
expresso em cM, pode ser estimado por:

£ = n(n2 1) %
n é o ndmero de marcadores utilizados na construcdo do mapa; X € a distancia
correspondente ao valor de LOD estabelecido como limite (T), e K € o nimero de pares de
marcadores com valores de LOD igual ou superior a T. Os valores de X e K s&o obtidos pela
andlise dos dados da matriz de fracdes de recombinacéo e de valores de LOD para pares de

marcadores.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 ANALISES DE SEGREGAC;AO DOS MARCADORES DArT

Foram utilizados dois métodos de reducdo da complexidade (duas enzimas de
restricdo — scPth/scPtb) para a geracdo dos marcadores DArT em cana-de-agUcar. A partir
desse procedimento, 7680 locos foram obtidos através da genotipagem dos 186 individuos.
Para a populacédo resultante de autofecundacdo, dos 7680 locos genotipados, apenas 470
(6,2%) se mostraram polimorficos. Dentre os quais, 392 (83,4%) ndo apresentaram distorcao
de segregacdo para a hipdtese de dose Unica para marcas biparentais (3:1, ao x ao) perante
o teste de 2 (0=5%).

Dos 850 marcadores (11,1% do total) que segregam na populagdo proveniente
do cruzamento biparental, 632 (74,3%) nao apresentaram distor¢do segundo o teste de y>
para a hipdtese de dose Unica. Dessas, 183 (29%) segregaram a partir do genitor RB97327
(a0 x 00), 287 (45,4%) no genitor RB72454 (00 x ao) e 162 (25,6%) com presenca em ambos
0s genitores (ao x ao). Os resultados da analise de distorcdo de segregacdo, para as duas
populacdes de mapeamento, sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Resumo dos resultados obtidos nas analises de segregacao dos marcadores DArT para as
duas popula¢bes de mapeamento.

Populagdo 1 Populagdo 2
Autofecundacio Cruzamento biparental

Total de locos genotipados 7680 7680
marcadores polimorficos 470 (6,2%) 850 (11,1%)
marcadores em dose Unica (MDU) 392 (83,4%) 632 (74,3%)
segregacdol:1 - 470 (74,4%)*
segregacdo3:1 392 (100,0%) 162 (25,6%)
marcadores com outros tipos de segregacao 78 (16,6%) 218 (25,7%)

Total de marcadores submetidos a analise de ligacdo 392 632

* marcas com segregacéo 1:1 referente ao somatdrio de ambos os genitores (RB97327 x RB72454)
Tais resultados se assemelham aos obtidos por Heller-Uszinska et al. (2010), que
desenvolveram marcadores DArT para a cultura da cana-de-agUcar a partir do cruzamento

Q165 x 1J76-514, uma variedade Australiana e um clone de S. officinarum, respectivamente.
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Neste trabalho os pesquisadores utilizaram uma progénie de 94 individuos para genotipar
6144 locos. Destes, apenas 241 (3,9%) apresentaram polimorfismo, com 204 (84,65%) sem
distorcdo de segregacdo. O numero de marcadores segregando na razdo 1:1 foi de 149
(73,04%) e com razdo 3:1 igual 55 (26,96%).

Quando a poliploidia é alta e o pareamento € polissémico ou irregular, como
ocorre em cana-de-agUcar, marcadores que estdo presentes em cépia Unica sdo mais
informativos para a construcdo de mapas genéticos do que aqueles que segregam em
diferentes dosagens (Grivet & Arruda, 2001). Wu et al. (1992) afirmam que uma populagéo
de mapeamento composta por 75 individuos € suficiente para identificar marcadores em dose
Unica com alto de nivel de confianc¢a, independentemente do nivel de ploidia apresentado.
Os marcadores em dose Unica reportados no presente trabalho foram identificados em
progénies contendo 81 e 91 individuos, correspondendo a 83,4% e 74,3%, respectivamente,
do total de marcadores polimorficos. Levando em consideracdo o tamanho do genoma da
cana-de-acucar e o fato de que o nimero de individuos estabelece o nivel maximo de
resolucdo que um mapa pode alcancar com um numero ilimitado de marcadores (Coelho,
2000), a construcdo de mapas genéticos com cobertura satisfatéria do genoma dessa espécie
requer populacdes de mapeamento contendo algumas centenas de individuos e milhares de
marcadores polimérficos.

Os numeros de marcadores em dose Unica, com segregacao 1:1, obtidos para a
populacdo de cruzamento biparental (74,4% do total de marcadores em dose unica) foram
préximos aos relatados por outros autores em estudos de mapeamento genético em cana-de-
acucar, como por exemplo: 74,6%, descrito por Al-Janabi et al. (1993); 71%, por Aitken et
al. (2005); e 78%, por Alwala et al. (2008). Deste modo, pode-se inferir que em analises de
ligacdo em populacGes de primeira geragdo (F1) resultante de cruzamentos simples, em
média, 75% dos marcadores em dose Unica em cana-de-agucar correspondem a locos com
segregacgéo 1:1.

A taxa de polimorfismo (6,2% e 11,1%) dos marcadores DArT em cana-de-
acucar foi consideravelmente baixa quando comparada com valores observados para outras
classes de marcadores, como AFLP e SSR (Garcia et al., 2006; Palhares 2010; Aitken et al.,
2005). Ao utilizar marcadores AFLP para construir um mapa de ligacdo para a variedade
R570, Hoarau et al. (2001) obtiveram um total de 4611 locos gerados usando combinacfes
de 37 primers, desses 26% (1180) foram polimorficos. Possivelmente, o baixo indice de

polimorfismo apresentado pelos marcadores DArT esté relacionado ao nimero de métodos
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de reducéo de complexidade do genoma, pois isto determina a eficiéncia na identificagéo do
polimorfismo (Heller-Uszinska et al., 2010). Assim, a utilizacdo de um maior numero de
enzimas de restricdo no desenvolvimento dos DArT seria necessario para alcancar um

numero satisfatorio de locos polimorficos.

4.2 MAPA GENETICO DE LIGACAO

Os mapas genéticos apresentados a seguir sdo os primeiros desenvolvidos
exclusivamente com marcadores DArT em cana-de-agucar. Inicialmente, foi construido um
mapa de ligacao a partir da analise de uma progénie derivada de autofecundacéo da variedade
RB97327, e quatro mapas utilizando uma progénie gerada do cruzamento biparental entre
as variedades RB97327 e RB72454. Os mapas referentes aos dois genitores foram
construidos apenas para se estimar o tamanho do genoma dessas variedades.

Para realizar a construcdo dos mapas de ligacdo, as duas populacbes de
mapeamento foram analisadas separadamente. Os marcadores utilizados no mapeamento
foram decodificados de acordo com a origem do polimorfismo e o tipo de segregacao,

seguindo a metodologia proposta por Wu et al. (2002) e adotada no software OneMap.

4.2.1 Mapa de ligacao construido com dados da populacédo de autofecundacéo

Na construcdo do mapa correspondente ao genitor RB97327, as 392 marcas
geradas a partir da analise genética da populacdo originaria de autofecundagdo foram
classificadas como de segregacdo 3:1. A partir dessas informacdes foi confeccionado o
arquivo de entrada do software OneMap: uma matriz contendo as informacdes de
genotipagem dos 81 individuos para cada marcador.

Dos 392 marcadores considerados inicialmente, 337 (86%) apresentaram algum
tipo de ligagdo com LOD > 3,5 ¢ fragdo de recombinagao < 0,4, formando 85 grupos de
ligacdo (GL). Os 55 (14%) marcadores restantes ndo se ligaram com nenhuma outra marca.
Cinco grupos de ligagdo foram formados por dois marcadores, ligados a uma distancia de 0
cM, originados de uma mesma sonda do array, com diferentes métodos de reducédo de
complexidade. Estes marcadores, de fato, correspondem a mesma regido gendmica e foram

descartados por ndo oferecerem nenhum tipo de informacéao adicional (Apéndice A).
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O mapa final, construido para o genitor RB97327 a partir de dados provenientes
da populacéo de autofecundacéo, apresentou 307 marcadores distribuidos em 80 GL (Figura
6). Destes, 37 (46,25%) foram compostos por dois marcadores, 29 (36,25%) grupos
apresentaram de trés a cinco marcadores e 14 (17,5%) grupos foram constituidos por seis até

13 marcadores.
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16.8
17.9
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- — - -
ScPtb-385766 0.0 :igig_gggiég g.g Pt 420008 et a55007 00  scPth-436434 0.0
scPth-424614 3.9
SCPth-426907 scPtb-430021 55 scPtb-428917 5.1
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ScPtb-396911 scPth-417427 ——+— 8.8

scPtb-430137 scPtbh-435663
scPth-418351

scPth-250581 ——— 28.8

252

scPtb-175248 ——— 39.7

Figura 6. Mapa de ligagdo correspondente ao genitor RB97327 desenvolvido a partir de
dados gerados para a populacdo originaria de autofecundacdo. Todos o0s
marcadores segregaram na propor¢do 3:1. A esquerda estdo localizados 0s
codigos referentes aos marcadores e a direita as distancias genéticas em cM,
estimadas pela funcdo de Kosambi (continua).
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Figura 6. (continuacéo)

GL84 GL85

SCPtb-425306 scPtb-436746 —O— 0.0  SCPth-176060 0.0
scPth-383218 1.3

O comprimento total do mapa de ligacdo foi de 849,97cM. O tamanho dos
grupos de ligacao variou de 0 cM (11 grupos) a 58,8 cM (grupo GL24), com média de 10cM.
A densidade de marcadores foi de 1 marcador/3,61cM, com distribuigdo aleat6ria nos grupos
de ligagdo. O maior intervalo observado entre os marcadores foi de 24,6¢cM (grupo GLA47).

A taxa de marcadores ndo ligados (14%) foi similar a encontrada no mapeamento
das espécies S. spontaneum, 15,4% (Al-Janabi et al., 1993), 13% (Da Silva et al., 1993) e S.
officinarum, 17% (Guimaraes et al., 1999). Esses valores podem ser considerados baixos,
perante aos observados em trabalhos envolvendo cruzamentos de variedades comerciais, 0s
quais geralmente apresentam taxas entre 20 a 60% (Grivet et al., 1996; Garcia et al., 2006).
No entanto, valores significativamente inferiores, como 5% de marcadores ndo ligados,
foram observados no mapeamento de marcadores AFLP, SSR e RAF para a variedade Q165
(Aitken et al., 2005) e AFLP para a variedade R570 (Hoarau et al., 2001).

Elevadas taxas de marcadores ndo ligados possivelmente estdo relacionadas com
altos valores criticos de LOD adotados e com o tipo de material utilizado para gerar a
populacdo de mapeamento. Cruzamentos entre variedades comerciais originarias de hibridos
interespecificos resultam em progénies com sistema genético bastante complexo,
apresentando aneuploidias e problemas de pareamento de cromossomos durante a meiose
(Garcia et al., 2006).

Em relagdo ao numero de grupos de ligacdo, ndo foi encontrada similaridade
com os mapas desenvolvidos para variedades modernas. No entanto, vale ressaltar que a
maioria dos estudos de mapeamento genético utilizam populacdes que nédo sdo derivadas de
autofecundagdo, mas provenientes de cruzamentos interespecificos ou envolvendo
variedades modernas.

O tamanho total do mapa gerado foi inferior a média encontrada para alguns dos
mapas disponiveis para cana-de-agucar, provavelmente em razdo do pequeno nimero de
marcadores utilizados nas analises de ligacdo, com grande quantidade de grupos de ligacéo

de tamanho reduzido, comprimento entre 0 e 10 cM.
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Estudos de mapeamento em progénies derivadas de autofecundacdo foram
realizados para a variedade comercial R570. Grivet et al. (1996) obtiveram 96 GL com um
comprimento total de 2008 cM, a partir da anélise ligacdo de 408 marcadores RFLP. Hourau
et al. (2001) mapearam 887 marcadores AFLP para formar 120 GL com tamanho acumulado
de 5849 cM. Andru et al. (2011) utilizaram marcadores AFLP, SSR e TRAP para genotipar
uma progénie derivada de autofecundacdo da variedade ‘LCP 85-384°, em que foram
mapeados 784 marcadores para formar 108 GL, que somados alcancaram um total de 5387
cM. Estes dados corroboram com a premissa de que o numero de marcadores tem efeito
direto no numero de GL e consequentemente na cobertura do mapa. De acordo com Coelho
(2000), tanto o grau de cobertura do genoma quanto a densidade do mapa a ser construido
sdo influenciados pelo nimero de marcadores utilizados.

Os resultados apresentados a respeito da composicdo dos grupos de ligacdo
foram condizentes com grande parte dos mapas construidos para cana-de-agucar, 0s quais
apresentam um elevado nimero de grupos de ligacdo compostos por dois marcadores e com
tamanho reduzido, a maioria menor que 10 cM (Al-Janabi et al., 1993; Grivet et al., 1996;
Guimardes et al., 1999; Aitken et al., 2005; Garcia et al., 2006; Aitken et al., 2007; Alwala
et al., 2008). Tal fato, possivelmente, estd relacionado com o tamanho fisico dos
cromossomos apresentados pelas espécies do género Saccharum e pelas variedades
modernas, os quais sdo bastante reduzidos (D’Hont et al., 1998; Piperidis et al., 2010). Como
ja salientado, outros fatores também influenciam no tamanho dos grupos de ligacdo, como o
numero de marcadores mapeados e os valores criticos de LOD e de fra¢do de recombinacao.
Em cana-de-acucar tem sido utilizado o valor critico de LOD igual ou superior a 3 e fracao
de recombinacéo entre 0,25 e 0,45 (Da Silva et al., 1993; Al-Janabi et al., 1993; Grivet et
al., 1996; Aitken et al., 2005; Andru et al., 2011). A utilizacdo de valores criticos de LOD
altos pode resultar na fragmentacdo dos grupos de ligacdo, que de outro modo

permaneceriam conectados entre si formando grupos maiores.

4.2.2 Mapa de ligacéo integrado construido com dados da populagéo de cruzamento

biparental

Para a construcdo do mapa integrado, referente a populacdo gerada a partir do
cruzamento entre RB97327 x RB72454, os 632 marcadores disponiveis para as analises de

mapeamento foram distribuidos do seguinte modo: 183 (29%) segregando 1:1, com alelo
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para a presenca no genitor 1 (ao x 00); 287 (45,4%) segregando 1:1, com alelo para presenca
no genitor 2 (0ox ao) e 162 (25,6%) segregando 3:1, com alelos para presenca em ambos 0S
genitores (ao x ao).

Dos 632 marcadores, 526 (83,2%) foram agrupados para formar 122 grupos de
ligacdo (GL) com valor critico de LOD =5 ¢ fragdo de recombinagdo < 0,4. O nimero de
marcadores ndo ligados foi igual a 106 (16,8%). A selecdo da melhor ordem dos marcadores
nos respectivos grupos de ligacédo foi realizada tendo como critério de escolha, a ordem mais
verossimil e que oferecesse 0 maior niumero de marcas dentre alternativas fornecidas pelos
mecanismos de ordenacdo. Dezesseis grupos formados por dois marcadores originados pelos
dois mecanismos de reducdo de complexidade, mas relacionados a uma mesma sonda,
ligados a 0 cM de distancia, foram descartados do mapa por ndo representarem informacdes
adicionais relevantes (Apéndice A). Assim, o mapa final de ligacao integrado (Figura 7) foi
composto por 106 GL, sendo 28 (26,4%) grupos constituidos por dois marcadores, 27
(25,4%) grupos por trés marcadores, 33 (31,2%) grupos por quatro a seis marcadores e 18

(17%) grupos por sete a 23 marcadores.

GL1 GL2 GL3 GL4
scPth-417297 0.0 scpth-367681 scPth-396908 scPth-424764
oPtb-417297 < 26 0o 00 00

scPth-177836 12,5 scPtb-396908 13.0
scPtb-177007 19.1  scPth-384728 scPth-420075 19.7
SCPth-425168 scPth-428175 |- 30.9
SCPth-427371 — T~ 34.5
scPth-367708 46.6

scPtbh-417245 60.7
scPtb-384175 N=d 75.7
scPth-257044 / 82.7
scPth-420079 \*/ 93.9
scPth-383925 scPth-205284 | \ I
scPth-252220 scPth-257403 101.7
scPth-396247 scPth-396612
scPth-436279 scPth-253485 t

104.0

qT

SCPtb-419589 -\ 105.1
GL5 GL6 GL7 GLS8
SCPtb-419200 0.0
scPth-385863 scPth-385863 1.1 scPth-254449 0.0  scPth-384810 scPth-418639 0.0 SCPtb-174470 0.0
SCPth-396647 scPtb-428106 22.0  scPth-369680 scPth-385179 37 scPth-383501 5.9 SCPth-205242 E@E 5.0
ScPtb-396886 24.7 ScPtb-368802 9.4
scPth-206475 41.4
SCPtb-435280 scPth-419345 42,5
scPtb-165882 scPtb-416416 46.9
SCPth-429041 :
scPth-435417 55.8
scPth-429204 62.0
SCPtb-428551 scPth-428551 64.3
SCPtb-416629 65.5
SCPtb-436642 66.7
scPth-396599 102.3

Figura 7. Mapa de ligacdo integrado para a populagéo originaria do cruzamento biparental
entre RB97327 x RB72454. A esquerda estdo localizados os cadigos referentes
aos marcadores e a direita as distancias geneticas em cM, estimadas pela funcao
de Kosambi (continua).



Figura 7. (continuagéo)

GL9
scPth-254331 :@: 0.0
scPth-253678 scPth-416501 15.1

GL12

SCPth-251330 0.0

scPth-382388 53
SCPth-427959 SCPtb-427959
scPth-382388 scPth-436353 6.3

SCPth-428557 75

GL16
scPth-177427 0.0
ScPth-177441 % 3.9
scPtb-168001 9.5

GL20

scPtb-385860 7.9

SCPth-190474 0.0
SCPth-427354 SCPth-427354 % 47
ScPth-370174 12.9

scPth-428046 scPtb-424972

scPtb-182090 scPtb-382123 —&— 0.0

GL10

scPth-383341 0.0
scPth-384550 4.8
scPth-396300 scPtb-396300 125
scPth-435769 scPtb-435769 15.2
scPtb-190766 :
scPtb-396920 17.3
scPth-128934 scPtb-128934 29.3

GL13

scPtb-396589 0.0
scPtb-257170 2.7
scPtb-424876 9.0

123

GL17

scPtb-416683 scPth-416683

GL21

scPtb-417100 scPtb-436578 0.0
scPtb-427914 14.3
scPtb-417369 21.6
scPth-182052 scPth-251909 229
scPth-382270 scPtbh-428537 .
scPtb-419236 scPth-426629 35.2

scPtb-420563 scPth-429904

GL11

GL22

scPtb-368145 0.0

scPtb-426985 scPth-418351 t

255

scPth-173753 scPth-416756 \ / 109.0

scPtb-368188 scPth-416890 ~—/— 110.1
scPth-427441 ——114.1

sCPtb-251537 scPth-367675 | 4—_ 123.0
scPtb-396804 /*\ :
scPtb-176380 128.0
scPtb-435580 ~|_| - 147.0

scPth-384764 scPth-416468 | +—\_ 1515
scPth-416455 .

scPth-175248 ~| |- 177.5
scPth-250581 ——— 181.6
ScPtb-430137 scPtb-435663 +| ™ 186.6

scPtb-396911 ~] |- 201.3
ScPth-417427 < [ 202.7
SCPth-396605 — <™ 210.5

60

ScPth-173963 0.0
SCPtb-370029 SCPth-251640
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Os 106 grupos de ligacdo, do mapa integrado para a populacdo proveniente do
cruzamento biparental entre RB97327 x RB72454, totalizaram um comprimento de 1865,3
cM. O tamanho dos grupos variou de 0 cM (14 grupos) a 210,5 cM (grupo GL22), com
média de 17,6 cM por grupo de ligacdo. O numero médio de marcadores nos grupos foi de
4,36, com 0 maximo de 23 marcas alocadas no grupo GL22. A densidade de marcadores no
mapa foi de 1 marcador/4,03 cM, sendo que o maior intervalo observado entre dois
marcadores foi de 83,5cM (grupo GL22).

O ntmero de grupos de ligacdo (106 GL) compreendidos neste mapa se manteve
dentro do esperado para a quantidade de cromossomos existentes nas variedades de cana-
de-acucar, que apresentam de 100 a 130 cromossomos (Butterfield et al. 2001). Em geral,
estudos referentes a construcdao de mapas de ligacdo para variedades comerciais obtiveram
numero de grupos de ligacdo proximos ao esperado para cana-de-agucar, sendo encontrado
uma variagdo de 86 GL para a variedade R570 (Raboin et al., 2006) a 136 GL para a
variedade Q165 (Aitken et al., 2005).

O tamanho acumulado de mapa apresentado neste trabalho (1865,3 cM), mesmo
que se aproxime de outros valores, como 0s encontrado por Grivet et al. (1996) de 2008 cM
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é considerado baixo quando comparado com mapas mais saturados, como € o caso do mapa
construido para a variedade Q165, que traz um comprimento de 9058 cM, com densidade 1
marcador/9,9 cM (Aitken et al., 2005).

4.2.3 Mapa Framework integrado construido com dados da populacéo de

cruzamento biparental

A construcdo de um mapa framework para cana-de-acucar, utilizando
marcadores em dose Unica, foi realizada a partir da analise do mesmo conjunto de
marcadores DArT (632 marcas) segregantes na populacdo de mapeamento (91 individuos)
originaria do cruzamento biparental entre RB97327 x RB72454, utilizado para construir o
mapa integrado.

Para o agrupamento dos marcadores nos grupos de ligacao utilizou-se os critérios
de LOD >5,0 e fragdo de recombinacdo méxima de 0,4. As analises de ordenagédo das marcas
foram mais refinadas que aquelas utilizadas na obtencdo dos mapas anteriores. Para grupos
de ligacdo com até seis marcadores utilizou-se a fungao “compare” do software OneMap,
com a escolha da melhor ordem quando esta fosse, no minimo, 100 vezes mais verossimil
do que a segunda melhor ordem (4LOD=2). Em grupos de ligagdo formados por sete ou
mais marcas, a ordenagdo foi executada pela fungdo “order.seq” do software, que inicia-se
com a criagdo de um “framework” para um subconjunto de marcadores informativos, e entdo
através da fungao “try.seq” adiciona-se as marcas restantes ao mapa perante um critério de
ALOD=2. A ordem final dos marcadores foi avaliada pelo comando “ripple.seq”. Com
objetivo de obter uma melhor ordenacdo, marcadores que apresentavam ligacdes espurias,
foram removidos dos respectivos grupos de ligagdo. Em alguns casos, esta remocao resultou
na subdivisdo dos grupos (GL5, GL22 e GL25), os quais foram identificados com a adicao
de uma letra ao nimero do grupo original. Trinta e um grupos de ligacdo foram retirados do
framework por apresentar todos os marcadores ligados a 0 cM.

Ao final das analises de ligacao, o framework (Figura 8) foi composto por 262
marcadores distribuidos em 94 grupos de ligagdo. O tamanho dos GL variou de 1,1 a 115,3
cM, com um comprimento total acumulado de 1559,7 cM. A densidade de marcadores foi
de 1 marcador/5,95 cM. O numero total de marcadores por GL variou de 2 a 11 (GL22b). O
maior intervalo entre dois marcadores adjacentes foi de 31,3 cM (GL4), valor que estéa dentro
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do limite estabelecido pela funcdo de Kosambi para uma fracdo de recombina¢do méxima

de 0,4.
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Mapa framework integrado gerado a partir de uma progénie originaria do

cruzamento biparental entre RB97327 x RB72454. A esquerda esto localizados
0s codigos referentes aos marcadores (as letras adicionais indicam que 0 grupo
de ligacéo foi dividido) e a direita as distancias genéticas em cM, estimadas pela
fungdo de Kosambi. As extensdes adicionadas aos codigos dos marcadores
referem-se a sua origem (continua).



Figura 8. (continuagéo)
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Figura 8. (continuagéo)
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Figura 8. (continuagéo)
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Um total de trés grupos de ligagdo (GL10, GL14 e GL40) apresentou marcas
com configuragdes (ao x 00) e (00 x ao) separadas por marcas com configuracdo (ao x ao).
Tal integracdo nédo pode ser observada no trabalho realizado por Garcia et al. (2006), no qual
um mapa de ligacdo integrado foi construido a partir de uma populacdo de mapeamento
resultante do cruzamento entre duas variedades pré-comerciais (SP80-180 x SP80-4966). Ao
utilizar uma populacéo derivada deste mesmo cruzamento, Oliveira et al. (2007) detectaram
essa integracdo em apenas um grupo de ligacdo. Ja, Palhares (2010) verificou a presenca
desse evento em 10 dos 91 GL formados a partir da genotipagem de 188 individuos
originarios do cruzamento entre IAC66-6 x TUC71-7. Essas diferencas nos resultados
obtidos ocorrem, provavelmente, devido aos procedimentos aplicados no decorrer das
analises de mapeamento, como valores elevados de LOD, que ocasionariam a ruptura desses
grupos contendo este tipo de integracao.

O mapa framework obtido para a populacdo de mapeamento originaria do
cruzamento biparental (RB97327 X RB72454) n&o pode ser considerado saturado, devido
ao baixo nimero de marcadores mapeados; tamanho reduzido de varios grupos de ligacao e
ao numero baixo de individuos genotipados. Outras classes de marcadores (AFLP, SSR,
SNP/DArT-Sege SNP/GBS) estdo sendo incorporadas a este mapa por pesquisadores do
programa de melhoramento genético da cana-de-aclcar da UFG. Essas marcas serao
posicionadas neste mapa framework com o objetivo de se obter um mapa com elevado nivel
de saturacdo, em busca de um mapa genético referéncia para a cana. De posse dessas
informacdes sera possivel realizar estudos mais apurados sobre a organizacdo do genoma da
cana-de-acucar, estudos de sintenia com outras espécies de gramineas como sorgo, milho,
arroz e trigo, além de possibilitar a localizacdo no genoma de regides que contribuem para a
variacdo de caracteristicas fenotipicas de interesse econémico.

Estudos de mapeamento genético em progénies derivadas de clones elite

segregantes para caracteres de importancia econbmica, como resisténcias a doencas,
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tolerancia ao estresse hidrico e teor de agucar, podem ser Uteis para implantar as estratégias
de selecdo assistida por marcadores (em seu sentido mais amplo) nos programas de
melhoramento de cana-de-acUcar. A selecdo assistida por marcadores moleculares pode ser
aplicada para acelerar o progresso genético, devido ao aumento na eficiéncia de selecdo e
reducdo no intervalo de geragdes. A integracdo das informacgdes genéticas com os métodos
tradicionais de melhoramento pode ser a solugdo para superar obstaculos relacionados
principalmente ao alto custo dos procedimentos de selecédo e ao longo tempo para a obtencao
de novas variedades.

O uso de marcadores DArT como tecnologia de genotipagem estd bem
estabelecido para diversas espécies cultivadas. Podem ser aplicados, por exemplo, no
melhoramento molecular através da Selecdo Gendmica Ampla, em testes de identidade
genética, nas analises de diversidade, na sistematica molecular de populacbes naturais, e
obviamente, na construcdo de mapas genéticos. Em cana-de-agUcar, o emprego de
marcadores DAIT foi descrito em um artigo de Heller-Uszynska et al. (2010), cujo objetivo
principal foi avaliar o efeito de diversos métodos de reducao da complexidade para o genoma
da cana na utilizacdo de marcadores DArT. Até o0 momento, ndo ha registros de mapas
genéticos em cana-de-agUcar construidos exclusivamente com marcadores DArT. Sendo
assim, o presente trabalho é pioneiro na utilizacéo de tais marcadores para a genotipagem de
uma populacdo derivada do cruzamento entre duas variedades comerciais brasileiras,

resultando na obtencdo de um mapa de ligacéo integrado para a cultura.

4.3 ESTIMATIVAS DO TAMANHO DO GENOMA DA CANA-DE-ACUCAR

Para estimar o tamanho do genoma das variedades (RB97327 e RB72454)
envolvidas neste estudo, foram construidos mapas de ligacdo separadamente para cada
genitor. O comprimento total do mapa referente ao genitor feminino RB97327 foi de 1464,8
cM e para o genitor masculino RB72454 foi de 1976,4 cM.

Trés estimativas do tamanho do genoma foram calculadas para intervalos com
fracdo de recombinacéo de 0,15, 0,25 e 0,35. A distancia genética (X) referente a tais valores
foi estabelecida pela fungdo de Kosambi. Para cada intervalo foi estabelecido um valor de
LOD limite (T). Para o genitor RB97327 os numeros de pares de marcadores informativos
(K) iguais ou superiores a T foram de 317 (0,15), 492 (0,25) e 1329 (0,35). E, para o genitor
RB72454 estes valores de K foram de 431 (0,15), 668 (0,25) e 1822 (0,35).
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O tamanho médio dos genomas estimado para os genitores RB97327 e RB72454
foram 2811 cM e 3471 cM, respectivamente. Assim, 0 mapa genético de ligacdo (1464,8
cM) para o genitor RB97327 teve uma cobertura de 52% de seu genoma. E, para o genitor
RB72454 a cobertura do genoma foi de 57% (1976,4/3471). Como esperado com base nos
resultados obtidos anteriormente, estes valores evidenciam que os mapas construidos neste
estudo para as variedades em questdo ndo estdo saturados. Fato que também pode ser
observado em outros trabalhos que estimaram o tamanho do genoma em cana-de-aguUcar.
Para a espécie S. spontaneum as estimativas para o tamanho do genoma variaram de 2107 a
3300 cM, com uma cobertura maxima de 64,6% (Al-Janabi et al., 1993; Da Silva et al.,1993;
Da Silva et al., 1995; Alwala et al., 2008). Para S. officinarum, Alwala et al. (2008)
estimaram o tamanho do genoma em 2448 cM e construiram um mapa com uma cobertura
de 69%. Tais resultados ilustram bem a dificuldade de se obter mapas saturados para cana-
de-agUcar.

A baixa cobertura dos mapas obtidos no presente trabalho e na literatura pode
estar relacionada ao numero ainda reduzido de marcadores utilizados nas andlises de
mapeamento. Heller-Uszynska et al. (2010) afirmam que para se alcancar uma cobertura
adequada de um genoma tdo grande como é o das variedades modernas de cana-de-agucar
(aproximadamente, 17000 cM) seria necessario um conjunto de 5000 a 7000 marcadores.
Diante disso, plataformas de genotipagem que associam baixos custos e alto rendimento para
gerarem milhares de marcadores moleculares espalhados por todo o genoma, devem ser
aplicadas aos estudos de mapeamento e melhoramento da cana-de-agucar. Neste sentido, a
tecnologia de geracdo dos marcadores DArT tem grande potencial de utilizacdo, por agregar
essas caracteristicas em procedimentos rapidos e com alta acuréacia. Dado o grande nimero
de locos monomdrficos encontrados, se faz necessario rever os métodos de reducdo da
complexidade do genoma, etapa fundamental na geracédo de polimorfismo.

Em relacdo a estudos futuros, antevé-se a utilizacdo de estratégias mais
modernas de genotipagem de alto desempenho, como a genotipagem baseada em
sequenciamento (Restriction site-associated DNA sequencing — RAD-Seq, Genotyping-by-
sequencing- GBS e DArT-Seq). O uso destas estratégias devera possibilitar a genotipagem
de dezenas de milhares de locos, necessarios para o alcance definitivo do objetivo de se

estabelecer um mapa genético saturado para a cana-de-agucar.



5 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos foi possivel constatar a eficiéncia dos marcadores
DArT na genotipagem de progénies de cana-de-aclcar, gerando centenas de marcas
polimorficas em apenas um ensaio, com dois métodos de reducdo da complexidade. Estes
marcadores se apresentam com uma opg¢ao promissora para estudos genéticos em cana, haja
vista, 0 baixo custo (R$/marcador) envolvido na obtencdo dos genotipos.

Conclui-se ainda, que é imprescindivel a realizacdo de testes prévios para se
verificar a ocorréncia de autofecundacdo entre os genotipos das progénies utilizadas para
mapeamento genético de cana-de-agucar. A ocorréncia destes fendmenos deve ser melhor
investigada em populaces utilizadas no melhoramento genético da cultura.

Os mapas de ligacdo construidos para os genitores (RB97327 e RB72454)
apresentaram baixa cobertura perante o tamanho estimado do genoma destas variedades. A
adicao de mais marcadores, no framework obtido, é necessaria para que niveis de saturacdo

adequados sejam alcancados.
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APENDICE A

Relacdo de pares de marcadores ligados a 0 cM, correspondentes a utilizagcdo da mesma
sonda e obtidos por diferentes métodos de reducdo de complexidade.

pares de marcadores ligados

populacdo de autofecundacéo populacdo de cruzamento biparental

scPtb-426026 / scPth-426026
ScPth-166568 / scPth-166568
scPtb-416683 / scPth-416683
ScPth-166136 / scPth-166136
scPtb-252991 / scPth-252991

scPtb-166136 / scPth-166136
scPtb-252991 / scPth-252991
scPtb-175152 / scPth-175152
scPth-166568 / scPth-166568
scPth-428309 / scPtb-428309
scPth-425112 / scPth-425112
scPtb-426174 / scPth-426174
scPtb-429650 / scPth-429650
scPth-428811 / scPthb-428811
scPtb-205470 / scPth-205470
scPtb-436050 / scPth-436050
scPth-418615 / scPth-418615
scPth-428328 / scPth-428328
scPtb-435594 / scPth-435594
scPth-385676 / scPth-385676
scPth-436052 / scPth-436052




