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INTRODUCAO

A cana-de-agucar (Saccharum sp.) ¢ considerada uma das culturas de maior importancia
econdmica no mundo. No Brasil, ¢ a principal fonte da produgao sucroalcoleira (CARDOSO-
SILVA et al., 2010). Os programas de melhoramento genético cldssicos desta cultura fundamentam-
se no cruzamento de genitores, através de cruzamentos biparentais, especiais ou multiplos, visando
obter milhdes de novos gendtipos, que aproximadamente apos 10 a 12 anos de selecdo, geram
poucas variedades. Isto por que a experimentacdo agricola em cana ¢ extremamente laboriosa,
sendo necessarias avaliagcdes de varios anos de colheita (cana-planta, soca e ressoca), devido ao fato
de varios genes estarem envolvidos na determinag¢do de um carater de heranca complexa que sofre
grande influéncia do ambiente, dificultando o trabalho dos melhoristas na selecdo dos melhores
clones (CARNEIRO, 2008).

Diante das dificuldades encontradas no melhoramento cléassico, a biotecnologia surgiu como
um auxilio aos melhoristas. No entanto, o sucesso desses programas depende, primeiramente, da
existéncia de variabilidade genética na populacdo de base, pois permite a selegdo de genotipos
superiores, para serem multiplicados via reproducdo vegetativa (enxertia ou estaca) para
desenvolvimento de novas variedades (SILVA, 2007). Neste sentido, o presente trabalho tem como
objetivo avaliar a diversidade genética de genotipos crioulos de cana-de-acucar através de
marcadores microssatélites.

MATERIAL E METODOS

Neste trabalho o DNA das folhas jovens de 154 gendtipos (Tabela 1) foi extraido
segundo a metodologia descrita por FERREIRA & GRATTAPAGLIA (1996). A quantificacio e
qualidade doDNA foram avaliadas por analise comparativa com marcado 4 DNA/ Hind III em
eletroforese em gel de agarose 1% (p/v) corados com Gel Red (Biotium). Foram empregados no

estudo os 8 primers selecionados como os mais polimorficos dentre os 31 primers sintetizados para
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o genoma da cana-de-actcar selecionados do artigo apresentado por SINGH et al (2010). O
microssatélite foi desenvolvido numa reacdo com GoTaq Green Master Mix (Promega) a partir do
protocolo desenvolvido pelo fabricante. Os parametros de amplificagdo utilizados foram: 94°C por
5°, seguido de 40 ciclos de 94°C por 157, 52°C por 10”7, 72°C por 157, e uma extensao final de
72°C por 5°. Os produtos da reagdo foram separados em eletroforese em gel de agarose 3 % em
Tampao TBE 1%, e corados com Gel Red (Biotium) e fotografados sob luz UV.

Os produtos de reagdo de amplificacdo do SSR-PCR foram classificados independentemente
conforme presenga (1) e auséncia (0) de bandas. O peso molecular de cada fragmento foi estimado
com base no Marcador de DNA 1kb Ladder Plus (Invitrogen). Os dados gerados a partir da analise
de todos os individuos testados foram utilizados na constru¢ao da matriz de dados binario com o
auxilio do programa NTSYS PC 2.10m (ROHLF, 2000). Utilizou-se o coeficiente de Dice (DICE,
1945) para o calculo da similaridade genética, e com base nas matrizes de similaridade geradas, foi
construido um dendrograma por meio do método de agrupamento UPGMA. Para a verificagdo do
ajuste entre a matriz de similaridade e o respectivo dendrograma, foi estimado o coeficiente de
correlagdo cofenética (r), conforme SOKAL & ROHLF (1962).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram gerados 41 marcadores a partir da avaliagdo dos produtos das reacdes de
amplificagdo do DNA dos 154 genotipos com os 8 primers selecionados. O coeficiente médio de
similaridade (0,49) foi utilizado como referéncia para a discussdo dos agrupamentos formados, o
que possibilitou a separacao dos genotipos em 7 grupos (Tabela 1). Os gen6tipos CPACT 117 e
CPACT 115 constituiram os agrupamentos [ e II, respectivamente, sendo os que apresentaram
menor indice de similaridade entre os genétipos estudados, caracteristica esta importante para uso
no programa de melhoramento genético. O agrupamento III foi constituido de 70 genoétipos, sendo
possivel observar a formagdo de 3 subgrupos, onde foi possivel verificar a presenca de genotipos
com alta similaridade como o CPACT 098 e CPACT 099, CPACT 087 e CPACT 089, CPACT 086
e CPACT 092, e CPACT 82 ¢ CPACT 112.

No agrupamento IV também houve a formagdo de trés subgrupos entre os 57 genotipos
do agrupamento. Os gen6tipos CPACT 040 e CPACT 038, e CPACT 036 e CPACT 018 formaram

os agrupamentos V e VI, respectivamente. Ja o agrupamento VII foi constituido por 21genotipos.
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Tabela 1.

Grupos obtidos a partir da andlise molecular de microssatélites dos 154 genotipos
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crioulos de cana-de-ac¢tcar. Embrapa Clima Temperado, 2012, Pelotas, RS.

Grupo Genotipo Grupo Gendtipo Grupo Gendtipo Grupo Genotipo
1 CPACTI117 i CPACT094 )14 CPACTI166 )14 CPACT134
i CPACTI115 CPACT093 CPACTI165 CPACT132
1 CPACTO046 CPACT092 CPACTI159 CPACT1525
CPACTO072 CPACTO086 CPACTI153 CPACTI126
CPACTO066 CPACT089 CPACTI156 CPACTI124
CPACTO073 CPACTO087 CPACT160 CPACTO035
CPACTO059 CPACTO81 CPACTI152 CPACTO034
CPACT049 CPACTI101 CPACTIe61 CPACTO019
CPACTO064 CPACT099 CPACT154 CPACTO16
CPACTO061 CPACT098 CPACT163 CPACTO009
CPACTO057 CPACTI102 CPACT170 CPACTO003
CPACTO069 CPACT090 CPACT158 CPACT002
CPACTO065 CPACTI110 CPACT172 |4 CPACTO040
CAPATO056 CPACTI111 CPACT157 CPACTO038
CPACTO052 CPACT084 CPACTI151 Vi CPACTO036
CPACTO055 CPACTI109 CPACTI141 CPACTO18
CPACTO053 CPACTI108 CPACTI133 Vil CPACT027
CPACTO051 CPACTO085 CPACT037 CPACTO028
CPACTO050 CPACTO083 CPACTI131 CPACTO14
CPACTO070 CPACTI112 CPACTI130 CPACTO017
CPACTO074 CPACT082 CPACTI121 CPACT029
CPACTO071 CPACTO077 CPACTI120 CPACT026
CPACTO068 CPACTO076 CPACTI122 CPACTO12
CPACT048 CPACTI107 CPACT119 CPACTO008
CPACTO045 CPACTI105 CPACT143 CPACTO007
CPACT062 CPACTI113 CPACT147 CPACTO006
CPACTO054 CPACT039 CPACT146 CPACTO005
CPACT044 CPACTO033 CPACT144 CPACT023
CPACT043 CPACTO031 CPACTI129 CPACTO024
CPACTO060 CPACT032 CPACT148 CPACT020
CPACTO042 CPACT030 CPACTI145 CPACTO021
CPACTO041 CPACTI103 CPACTI142 CPACT025
CPACTO055 CPACTO13 CPACT149 CPACTO11
CPACTO075 )4 CPACTI171 CPACT140 CPACTOI10
CPACTO091 CPACT169 CPACTI150 CPACTO15
CPACTO088 CPACT167 CPACT138 CPACTO004
CPACTO079 CPACT164 CPACTI136 CPACTO001
CPACTO078 CPACT162 CPACT137
CPACT100 CPACTI168 CPACT139
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CONCLUSAO

Hé variabilidade genética na colecdo de genotipos Crioulos de cana-de-agucar da Embrapa
Clima Temperado, a qual ¢ muito importante para uso no melhoramento, uma vez que estes
genotipos sdo cultivados no Rio Grande do Sul e Santa Catarina a muitos anos, apresentado
adaptagdo a este ambiente.
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Figura 1. Dendrograma de 154 gendtipos crioulos de cana-de-agucar obtidos a partir da analise
molecular de microssatélites, utilizando o indice de similaridade de Dice (1945) ¢ o método de

agrupamento UPGMA. Fonte: Raquel Kneib, 2012.



