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RESUMO

Mapeamento comparativo de QTLs entre sorgo sacarino e cana-de-aciicar para
caracteres bioenergéticos

Sorgo sacarino e cana-de-aguicar s@o duas importantes gramineas com fins potencial-
mente bioenergéticos. No entanto, apesar do conhecido relacionamento evolutivo, os genomas
dessas espécies diferem em complexidade e tamanho. O sorgo, Sorghum bicolor, é diploide,
com nimero bésico de cromossomos igual a dez, os quais totalizam ~726 Mb ja sequenciadas.
Ja a cana cultivada, Saccharum X officinarum, é um autopoliploide com frequente aneuploidia,
e apresenta genoma monoploide estimado em ~1 Gb. Provavelmente, decorre deste fato, e dos
cruzamentos interespecificos que originaram as variedades atuais, a relativa dificuldade em se
realizar estudos genéticos em cana, €, como consequéncia, em se incrementar os trabalhos de
melhoramento na espécie. Nesse contexto, a possibilidade de integrar estudos de mapeamento
entre sorgo e cana torna-se vidvel dado o emprego de metodologias apropriadas. O presente
trabalho objetivou mapear e comparar QTLs para caracteres agro-industriais nos genomas de
ambas as espécies, baseando-se no relacionamento evolutivo existente entre elas. Para tanto,
foram utilizadas duas populagdes de mapeamento. A populagdo de sorgo sacarino foi consti-
tuida por 223 RILs genotipadas por mais de cem mil marcadores baseados em GBS fisicamente
mapeados contra o genoma da espécie. A populacdo de cana-de-agucar constituiu-se de uma
progénie F; segregante com 153 individuos genotipados por 500 marcadores baseados em géis
(SSR e TRAP) e 7.049 marcadores baseados em GBS, segregando em dose unica. Esses mar-
cadores possibilitaram a constru¢do de um mapa genético informativo e saturado, com 993
marcadores distribuidos ao longo de 223 grupos de ligagdo, totalizando 3.682,05 cM. Ambas as
populacdes foram avaliadas para quatro caracteres de interesse bioenergético: altura de colmos,
toneladas de colmos ou de massa verde por hectare, e porcentagens de pol de caldo e de fibra.
Modelos mistos foram utilizados para a andlise dos dados fenotipicos, evidenciando a existéncia
de interagdo gendtipo-ambiente a partir da estruturacao de matrizes de variancias-covariancias
genéticas. As médias ajustadas conjunta e marginalmente foram utilizadas na descoberta de
QTLs. Para este fim, modelos de mapeamento de multiplos intervalos uni- e multivariados
foram utilizados e determinaram a descoberta de 53 e 36 regides contendo QTLs para as po-
pulacdes de sorgo e cana, respectivamente, para o conjunto dos quatro caracteres. Os genomas
foram comparados utilizando os marcadores baseados em GBS de cana com informagdo posi-
cional em relagdo ao genoma do sorgo. Um total de 16 regides sinténicas identificadas entre
as espécies possibilitaram inferéncias a respeito do controle evolutivamente conservado dos
caracteres relacionados. Mais oito regides foram adicionadas a estas ap6s andlise de marcadores
individualmente para a populagcdo de cana. A descoberta dessas regides subjacente a variagao
de caracteres bioenergéticos sugere aplicacdes na clonagem de genes e na selecdo assistida por
marcadores, beneficiando os programas de melhoramento de ambas as espécies.

Palavras-chave: Sorghum bicolor; Saccharum X officinarum; Mapeamento de multiplos QTLs;
Andlise de ligacdo; Sintenia
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ABSTRACT

Comparative QTL mapping between sweet sorghum and sugarcane for bioenergy traits

Sweet sorghum and sugarcane are two important grasses for bioenergy purposes. Howe-
ver, despite their known evolutionary relationship, the genomes of these species differ in com-
plexity and size. Sorghum bicolor is a diploid species, with basic chromosome number of ten
and ~726 Mb completely sequenced, whereas Saccharum X officinarum has a autopolyploid
genome with frequent aneuploidy and monoploid size estimated at ~1 Gb. Therefore, genetic
studies and breeding in sugarcane is challenging. In this context, the possibility of integrating
mapping studies between sorghum and sugarcane becomes feasible given the recent develop-
ment of appropriate methodologies. In this work, we aimed to map and compare QTLs for
bioenergy traits in both species. To do this, two mapping populations were used. The population
of sorghum consisted of 223 RILs genotyped by more than one hundred thousand GBS-based
markers, which were physically mapped against the species genome. The population of sugar-
cane is an F; segregating progeny with 153 individuals genotyped by 500 gel-based (SSR and
TRAP) and 7,049 GBS-based single-dose markers. These markers allowed the construction
of an informative and dense genetic map with 993 markers belonging to 223 linkage groups
and spanning 3,682.05 cM. Both populations were evaluated for four bioenergy traits: stalk
height, prodution in tons per hectare, and percentages of pol and fiber. Mixed models were used
to analyze phenotypic data and showed genotype-by-environment interaction on their genetic
variance-covariance structures. Joint and marginal adjusted means were used for QTL disco-
very. Toward this end, univariate and multivariate multiple interval mapping models were used,
and a total of 53 and 36 QTLs were found for sorghum and sugarcane, respectively. Comparison
of the genomes were based on GBS markers in sugarcane with relative sorghum chromosome
information. A total of 16 syntenic regions were identified between the species, allowing in-
ferences in relation to evolutionary conserved control of the related traits. In addition, eight
regions were also identified by considering single marker analyses. The discovery of QTLs
underlying such bioenergy traits may suggest further applications in gene cloning and marker
assisted selection for both sweet sorghum and sugarcane species.

Keywords: Sorghum bicolor; Saccharum X officinarum; Multiple QTL mapping; Linkage
analysis; Synteny
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1 INTRODUCAO

Sorgo sacarino e cana-de-agucar sdo duas importantes matérias-prima de bioetanol,
energia verde do século XXI. O desenvolvimento de veiculos flex (os quais podem utilizar tanto
etanol quanto gasolina como combustivel) e as mudancas climdticas causadas pelo efeito estufa,
por exemplo, garantem a expansdo da demanda mundial pelo alcool (AMORIM et al., 2011).
Considerando essa crescente demanda, hé exigéncia de aumento na producao por unidade de
drea e no teor de sacarose do caldo da cana-de-agucar, cultura mais bem estabelecida nesse
cendrio. Alternativamente, tem-se buscado implementar a expansdo de outras culturas bio-
energéticas, como o sorgo sacarino. Ainda, quantidades superiores de fibra nas duas espécies
podem ser potencialmente destinadas a geracdo de etanol de segunda geracdo. Nesse contexto, o
melhoramento de plantas tem um importante papel no sentido de aumentar a produgao e permitir
a expansdo dessas culturas, por realizar selecdo de genétipos que apresentem as caracteristicas
agrondmicas e industriais requeridas. O entendimento da genética dos caracteres de heranca
poligénica, como sdo a maioria dos caracteres agro-industriais, € parte fundamental do processo
de melhoramento.

Dentre os cereais mais cultivados no mundo, o sorgo fica atrds apenas de trigo, arroz,
milho e cevada. De acordo com a Food and Agricultural Organization of the United States
(FAO), 42 milhdes de hectares foram destinados para a produgao de sorgo em todo o mundo,
tendo-se produzido mais de 61 milhdes de toneladas em 2013; nesse ano, o Brasil produziu
cerca de dois milhdes de toneladas em mais de 770 mil hectares plantados (FAO, 2014). A cana-
de-agucar, por sua vez, estd entre as mais importantes espécies tropicais cultivadas, sendo fonte
de sacarose e de varios subprodutos oriundos do processamento de seu caldo e bagaco, como
etanol e celulose. Em todo o mundo, foram destinados 24 milhdes de hectares para o plantio
de cana, tendo-se colhido mais de 1,7 bilhao de toneladas em 2013; o Brasil € o maior produtor
mundial, tendo produzido 739 milhdes de toneladas em 9,8 milhdes de hectares plantados na
safra 2012/2013 (FAO, 2014).

O sorgo, Sorghum bicolor (L.) Moench, é uma graminea autégama de genoma pequeno
(~726 mega bases — Mb) e diploide (x = 10, 2n = 2x = 20). Essa espécie é caracterizada
pela elevada resisténcia a estresses abidticos (como o hidrico e o salino), e por possuir 0 me-
tabolismo C,4 de fixacdo de carbono, sendo bastante eficiente no actimulo de biomassa. Dentre
os sorgos cultivados, variedades foram selecionadas ndo apenas para produgdo de graos (sorgo

granifero), mas também para produgao de fibra (sorgo biomassa), forragem (sorgo forrageiro)
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e acucar (sorgo sacarino). O ultimo tipo € caracterizado por genétipos que produzem colmos
de estatura elevada que acumulam acucares (principalmente sacarose). No Brasil, o cultivo
de sorgo sacarino tem sido considerado como interessante complemento a cultura da cana-de-
actucar no periodo de renovacdo do canavial. Em diversos aspectos, sorgo sacarino demonstra-se
vantajoso em termos operacionais quando comparado a cana-de-agucar. Por exemplo, o cultivo
é realizado a partir de sementes, o ciclo vegetativo € relativamente curto (~4 meses), hd geracao
de grdos para alimentacdo animal, € eficiente no uso do nitrogénio, e apresenta boa resisténcia
hidrica e boa adaptabilidade a solos com salinidade acima do normal (ZEGADA-LIZARAZU;
MONTTI, 2012). Além disso, o processo de obtenc¢do do etanol de primeira e segunda geracoes
a partir sorgo sacarino € semelhante ao da cana, e o bagagco também pode ser aproveitado como
fonte de energia para as caldeiras no processo de producao.

Saccharum X officinarum designa cientificamente a cana-de-acucar autopoliploide cul-
tivada (CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al., 2011), com tamanho de genoma monoploide es-

timado em ~1 Gb (SOUZA et al., 2011). Basicamente, duas espécies do género Saccharum

constituem os genomas das cultivares atuais: a “cana-nobre” S. officinarum L. (x = 10,
2n = 8x = 80) de colmos grossos e suculentos, com alto conteiido de sacarose e boas
caracteristicas gerais para industrializagdo, e a cana selvagem S. spontaneum L. (x = 8,

2n = 5-16x = 40-128), com elevada adaptabilidade a diversas condi¢des ambientais (GRIVET;
ARRUDA, 2002). Por serem alégamas e sexualmente compativeis, os primeiros trabalhos
de melhoramento da cana envolveram cruzamentos entre essas duas espécies, seguidos de
retrocruzamentos com S. officinarum, caracterizando a nobilizacdo (MATSUOKA; GARCIA;
ARIZONO, 2005). Em decorréncia desse processo, 0s materiais atuais apresentam um signi-
ficativo acréscimo de complexidade gendmica em relagdo as espécies originais, resultando em
um genoma caracterizado pelo elevado grau de ploidia com frequente aneuploidia (D’HONT
et al., 1998; GRIVET; ARRUDA, 2002). Essa peculiaridade tem sido apontada como desa-
fiadora, pois dificulta os estudos genéticos e a aplicacdo de metodologias mais modernas no
melhoramento da espécie.

Sorgo sacarino tem sido geneticamente estudado a partir do uso de marcadores mo-
leculares que visaram, por exemplo, acessar diversidade (ALI et al., 2007; RITTER et al.,
2007), a qual tem se mostrado razoavelmente ttil do ponto de vista do melhoramento. Além
disso, marcadores possibilitaram a construcdo de mapas genéticos € 0 mapeamento de locos

de caracteres quantitativos (do inglés, quantitative trait loci — QTLs) (RITTER et al., 2008;
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SHIRINGANTI; FRISCH; FRIEDT, 2010; SHIRINGANI; FRIEDT, 2011; GUAN et al., 2011),
assim como a realizacao de mapeamento associativo (MURRAY et al., 2009). Estudos genéticos
para a cana também tém sido desenvolvidos visando, sobretudo, reduzir o tempo de selecao de
cultivares. Corroborados pelo histérico do melhoramento, estudos citogenéticos revelaram que
a composicdo do genoma das cultivares comerciais de cana modernas € 70-80% de S. offici-
narum, 10-20% de S. spontaneum e 5-17% de cromossomos recombinantes (D’HONT et al.,
1998; GRIVET; ARRUDA, 2002). Ferramentas moleculares e modelos genético-estatisticos
capazes de acessar tamanha complexidade tém sido buscados. Aqui, pode ser citado o uso de
marcadores moleculares em estudos de diversidade (LIMA et al., 2002), constru¢cdo de mapas
genéticos (GARCIA et al., 2006), mapeamento de QTLs baseado em mapas de ligacao (PINTO
et al., 2009; PASTINA et al., 2012), e mapeamento associativo (RABOIN et al., 2006).

De fato, uma das grandes aplicacdes dos marcadores moleculares € na construgdo de
mapas genéticos. Isto porque populacdes segregantes podem ser genotipadas para indmeros
locos e ter o genoma mapeado com base no desequilibrio de ligac@o exibido entre esses mar-
cadores. De modo geral, a natureza da espécie a ser investigada é que determina os tipos
de populagdo e de marcadores a serem utilizados no estudo. Plantas que formam linhagens
por sucessivas autofecundacoes, fixando um alelo para cada loco podem constituir populacdes
convencionais de mapeamento, quais sejam: retrocruzamentos, populagcdes F, e linhagens en-
dogamicas recombinantes (do inglés, recombinant inbred lines — RILs); este € o caso do sorgo.
No entanto, para muitas espécies € dificil ou impossivel a obtencdo de linhagens homozigéti-
cas, e as andlises de mapeamento sdo realizadas em populagdes F; segregantes, derivadas do
cruzamento de genitores ndo-endogamicos; isto se observa para cana-de-actcar, por exemplo.
Evidentemente, espécies muito conhecidas do ponto de vista genético, como o sorgo, dispdem
de diversas metodologias para acessar o polimorfismo a nivel de DNA e podem, inclusive,
possuir o genoma sequenciado, possibilitando o mapeamento fisico dos marcadores. Por outro
lado, a dificuldade na obten¢do e na andlise dos dados moleculares de espécies de genomas
maiores € mais complexos, como € o caso da cana-de-agucar, pode caracterizar desafios em
estudos dessa natureza, nos quais a densidade de marcadores ¢ fundamental.

O genoma do sorgo encontra-se completamente sequenciado (PATERSON et al., 2009),
fazendo da espécie um modelo atrativo para genomica funcional de gramineas C,4. Por isso, in-
clusive, o sorgo tem se beneficiado amplamente de plataformas de sequenciamento da proxima

geracdo (do inglés, next generation sequencing — NGS) visando a descoberta e genotipagem
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de polimorfismos de base unica (do inglés, single nucleotide polymorphisms — SNPs) e de
polimorfismos baseados em insercao-delecao (indels). A metodologia de genotipagem por
sequenciamento (do inglés, genotyping-by-sequencing — GBS) tem colaborado com estudos
na espécie (MURRAY et al., 2009; MORRIS et al., 2013). J4 para cana, iniciativas recentes
estdo buscando sequenciar o genoma (SOUZA et al., 2011), o qual ja dispde de grande nimero
de etiquetas de sequéncias expressas (do inglés, expressed sequence tags — ESTs) do projeto
SUCEST (VETTORE et al., 2003), a partir das quais se derivaram importantes marcadores para
os trabalhos de mapeamento da espécie. Recentemente, a genotipagem de SNPs em espécies
de genoma complexo, como a cana, tem possibilitado estudos genéticos ainda mais avancados
(MOLLINARI, 2012). Porém, em detrimento da genotipagem de SNPs utilizando NGS, o uso
dessa tecnologia tem-se limitado a alguns importantes projetos adicionais de sequenciamento
em cana, como o do seu transcriptoma (CARDOSO-SILVA et al., 2014) e do seu genoma metil-
filtrado (GRATIVOL et al., 2014).

Mapas genéticos prestam-se a diversos tipos de aplicagdes, com destaques para o em-
prego em estudos evolutivos e de sintenia, no mapeamento de QTLs, dando suporte para clona-
gem posicional de genes e selecdo assistida por marcadores, como foi observado em exemplos
anteriores. Ainda, mesmo no contexto dos inimeros projetos existentes para sequenciamento
de genomas, os mapas t€m sido frequentemente requeridos, pois servem como arcabougo para
ancoragem de mapas fisicos e montagem e revisdo de genomas (HAHN; ZHANG; MOYLE,
2014; BARTHOLOME et al., 2014; DEOKAR et al., 2014). Mapear QTLs, especificamente,
significa caracteriza-los quanto a nimero, posicao e efeitos a partir da inferéncia em todo o
genoma sobre as relacdes entre o gendtipo e o fendtipo de caracteres quantitativos. No contexto
do melhoramento de plantas, além de possibilitar conhecimento sobre interacdo entre QTLs
e dos QTLs com o ambiente, o mapeamento de QTLs constitui um importante passo para a
caracterizacdo da arquitetura genética de locos responsaveis por caracteres com padriao continuo
de variacdo fenotipica, como sdo a maioria dos caracteres de importancia agrondmica.

Para tanto, além de marcadores moleculares, as adequadas experimentacdo em campo
e andlise dos dados fenotipicos sdo mandatérias. Modelos mistos, que utilizam metodologia
de estimacao baseada em maxima verossimilhanga restrita (do ingl€s, restricted maximum like-
lihood —REML), t€ém sido empregados nesse cendrio por proporcionar apropriada representacao
das complexas estruturas de variancia-covariancias (VCOV) originadas dos padrdes de corre-

lacdo entre ambientes. Importante no cendrio do melhoramento de plantas, essa abordagem
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proporciona, em dltima anélise, um melhor entendimento do fendmeno da interacdo gendétipo-
ambiente (MALOSETTI; RIBAUT; VAN EEUWIJK, 2013), por exemplo.

Em sorgo sacarino, diversos estudos tém buscado locos responsdveis por caracteres
bioenergéticos, como aqueles relacionados a teor de acicar (RITTER et al., 2008; SHIRIN-
GANI; FRISCH; FRIEDT, 2010; GUAN et al., 2011) e a qualidade de fibra (SHIRINGANI;
FRIEDT, 2011). Nesses trabalhos, foram utilizadas popula¢des experimentais derivadas de
cruzamentos entre sorgo granifero e sorgo sacarino. Marcadores baseados em microssatélites
ou sequéncias simples repetidas (do inglés, simple sequence repeats — SSRs), e na identificacdo
de polimorfismos de tamanho de fragmentos amplificados (do inglés, amplified fragment length
polymorphisms — AFLPs) e de SNPs foram tipicamente utilizados na constru¢do dos mapas.
Essas populagdes estabeleceram importantes passos para a descoberta de QTLs, dado o emprego
de diversas metodologias genético-estatisticas, como andlise de marcas individualmente (do
inglés, single marker analysis — SMA), mapeamento por intervalo (do inglés, interval mapping
— IM), e mapeamento por intervalo composto (do inglés, composite interval mapping — CIM).
Mapeamento associativo para brix e altura também ja foi realizado para painel de 125 individuos
(maioria sacarino) (MURRAY et al., 2009). Desafortunadamente, modelos de mapeamento de
multiplos intervalos (do inglés, multiple interval mapping — MIM) ainda ndo foram relatados
para sorgo sacarino, desprezando o potencial aumento na precisdo e no poder de detec¢do dos
QTLs (SILVA; ZENG, 2010).

Para cana-de-agucar, apesar dos problemas mencionados anteriormente em relacdo a sua
genética, tem-se obtido conspicuo progresso em termos de obtencdo de marcadores, constru¢do
de mapas genéticos e andlise de QTLs. Brevemente, os marcadores comumente utilizados
baseavam-se na identificac@o de polimorfismos de tamanho de fragmento de restricao (do inglés,
restriction fragment length polymorphisms — RFLPs), AFLPs e SSRs. Os primeiros mapas de
cana foram elaborados segundo metodologia conhecida como duplo pseudocruzamento-teste
(GRATTAPAGLIA; SEDEROFF, 1994), e modelos de SMA e IM também foram empregados
para o mapeamento de caracteres agrondmicos e de resisténcia a doengas nos mapas resultantes
para cada um dos genitores, separadamente, como em diversos exemplos revisados por Pastina
et al. (2010). Atualmente, metodologias para constru¢do de mapas integrados (WU et al.,
2002a, 2002b) e modelos de CIM e de MIM estao disponiveis para populacdes F; segregantes
com exemplos de aplicacdo em cana (GARCIA et al., 2006; PASTINA et al., 2012; GAZAFFI

etal., 2014). Além disso, técnica de genotipagem quantitativa de SNPs para poliploides comple-
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xos foi estabelecida com énfase em cana (GARCIA et al., 2013), e mostram-se promissoras na
constru¢do de mapas genéticos integrados (MOLLINARI, 2012), agora, considerando dosagem
alélica dos marcadores (SERANG; MOLLINARI; GARCIA, 2012).

Para este fim, Garcia et al. (2013) analisaram SNPs obtidos utilizando moderna tecnolo-
gia baseada em espectrometria de massa (Sequenom iPLEX™ MassARRAY®) (OETH et al.,
2006), capaz de informar sobre as propor¢des relativas entre os alelos. Na auséncia de artefatos
técnicos criando vieses para um ou ambos 0s alelos, a razdo entre as quantificacdes de cada alelo
informa sobre a ploidia do loco e a dose de cada alelo em um individuo. A andlise consistiu
na estimac¢do da ploidia e classificagdo dos individuos nos clusters esperados dada a ploidia
utilizando um modelo grifico Bayesiano implementado em um software livre denominado
SupeRMASSA (SERANG; MOLLINARI; GARCIA, 2012; MOLLINARI; SERANG, 2015).
Esta metodologia leva em conta as frequéncias esperadas de classes genotipicas considerando
modelo de Equilibrio de Hardy-Weinberg para paineis de diversidade ou, alternativamente,
modelo de segregacdo para progénies de irmaos-completos. Uma avaliacdo de 987 e 249
marcadores SNP para um painel de diversidade e para uma populacdo de mapeamento de cana-
de-agucar, respectivamente, revelou que os niveis de ploidia variavam de loco para loco, mais
provavelmente, entre 6 e 14. Adicionalmente, para os marcadores da populacdo biparental,
apenas cerca de 30% do total de marcadores estariam segregando em dose tnica (GARCIA et
al., 2013).

Estudos gendmicos comparativos, por sua vez, sO sao possiveis devido a existéncia de re-
gides gendmicas (eventualmente genes) que se mantiveram relativamente estdveis em contetido
de nucleotideos ao longo dos tempos evolutivos, proporcionando uma base til para inferir a cor-
respondéncia inclusive entre genomas distantemente relacionados, assim como entre genes que
divergiram bastante ou foram realocados (TANG et al., 2008). Por isso, sucesso tem sido obtido
nos estudos de genomas de plantas pertencentes a mesma familia. No entanto, o nivel em que
0s genes nos cromossomos correspondem em contetddo (sintenia) e em ordem (colinearidade)
difere marcadamente entre os tdxons, devido a retencao diferencial de genes ou familias génicas,
as duplicacdes de sequéncias repetitivas e a mobilidade causada pelos elementos transponiveis
(TANG et al., 2008). Sabidamente, a determinacdo dos graus de sintenia e colinearidade entre
as espécies relacionadas de plantas modelos e cultivadas € valiosa na aplica¢do da informacao
genOmica no melhoramento de culturas (RAHMAN; PATERSON, 2010).

A gendmica comparativa tornou-se um campo promissor de pesquisa dados os projetos
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genomas finalizados ou em desenvolvimento no sentido de proporcionar respostas requeridas
sobre organizagdo e evolucdo dos genomas de espécies de interesse. Além disso, hd grandes
chances de se transferir e integrar informacdes sobre localizag@o e acdo de genes interespecifi-
camente (SORRELS, 2006). Antes da era gendmica, essas comparacdes também eram possiveis
gragas a existéncia de marcadores compartilhados entre os mapas de ligacao das espécies estu-
dadas. Hoje em dia, a disponibilidade de ambos (mapas e sequéncias) torna possivel estudos
mais detalhados. A partir dai, inimeros estudos ajudaram a elucidar o elevado grau de sintenia
entre genomas de gramineas, por exemplo, e forneceram insights sobre as contribuicdes de
transposons, duplicacdo de genes, e de sequéncias ndo codificadoras conservadas ao longo da
evolucdo do genoma de plantas (BENNETZEN; FREELING, 1997).

No caso do sorgo e da cana-de-aguicar, comparacdo entre mapas genéticos baseados
em RFLPs revelaram um elevado nivel de sintenia (GRIVET et al., 1994; DUFOUR et al.,
1997; GUIMARAES; SILLS; SOBRAL, 1997; MING et al., 1998). Além disso, com base no
nivel de sintenia existente entre as gramineas, ja foi possivel identificar genes evolutivamente
conservados associados ao controle de contetdo de agticar (SINGH et al., 2011) e de resisténcia
a ferrugem (LE CUNFF et al., 2008) em cana-de-agucar, por exemplo. Adicionalmente, Ming et
al. (2002) alinhou grupos de ligacdo de duas diferentes populagdes de cana com mapa de sorgo
para auxiliar na avaliacdo de QTLs afetando caracteres relacionados a actiicar mapeados na
espécie. Usando essa abordagem, 62 QTLs de cana para esses caracteres puderam ser inferidos
em nove cromossomos de sorgo.

Como foi visto, o sorgo tornou-se uma espécie modelo para analises gendmicas funcio-
nais e estruturais em gramineas (CALVINO; MESSING, 2012), por ser uma espécie diploide de
genoma relativamente pequeno e de elevada endogamia, e por ser geneticamente mais proximo
da cana-de-acucar e do milho, espécies das quais divergiu recentemente, a cerca de 8-9 milhoes
de anos (JANNOO et al., 2007). Por outro lado, as cultivares modernas de cana-de-agicar
sdo derivadas de cruzamentos entre duas espécies de Saccharum, seguidos de alguns ciclos de
retrocruzamentos e selecao, e caracterizam-se por serem alégamas com genoma autopoliploide
frequentemente aneuploide (D’HONT et al., 1998). No entanto, apesar da relativa dificuldade
em se trabalhar com a genética da espécie, esfor¢cos t€ém se acumulado no sentido de mapear seu
genoma por meio de marcadores, e utilizar esses mapas na descoberta de locos que controlem
caracteres quantitativos.

O mapeamento comparativo entre sorgo sacarino e cana-de-agtcar tornou-se uma ferra-
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menta atrativa pois as espécies pertencem a mesma familia botanica (Andropogoneae), possuem
similaridade de caracteres fenotipicos avaliados, e dispdem de recursos gendomicos suficientes
(genoma ou marcadores moleculares baseados em sequéncias). Caracteres agrondmicos, tais
como altura e produ¢do de biomassa, e industriais, como os caracteres relacionados ao contetido
de acgucar e fibra, sdo de grande interesse dos melhoristas de ambas as espécies. Para tanto,
mapeamento de QTLs nessas espécies com base em marcadores que fornecam ampla cobertura
dos genomas e em metodologias genético-estatisticas adequadas torna-se requerimento indis-
pensavel em estudos dessa natureza.

Nesse sentido, o presente trabalho objetivou mapear QTLs em duas populacdes — uma
de sorgo sacarino e outra de cana-de-agucar — e compard-los com base nas correlagdes entre
os genomas dessas espécies. Para tanto, fendtipos de interesse bioenergético foram avaliados
em campo e marcadores moleculares baseados em GBS, principalmente, foram genotipados
em ambas as populacdes. Aqui, buscou-se também estabelecer estratégias de andlise dos dados
fenotipicos e moleculares para as duas espécies a partir da utilizacdo de adequadas ferramentas e
metodologias de genética-estatistica e bioinformatica da atualidade. Até onde é conhecido, este
€ o unico estudo desta natureza envolvendo sorgo sacarino. Além disso, procurou-se utilizar

germoplasma adaptado as condi¢des do Brasil, para as duas espécies.



67
4 CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, populagdes de mapeamento de sorgo sacarino e de cana-de-acticar foram
caracterizadas fenotipica e genotipicamente. Os fendtipos referiram-se aos caracteres agro-
industriais altura de colmos, toneladas de colmos ou de massa verde por hectare, e porcentagens
de pol de caldo e de fibra, importantes em culturas bioenergéticas. Em adi¢do, as populacdes
também foram caracterizadas por meio de marcadores moleculares, com énfase em SNPs e
indels, originados a partir de técnica de genotipagem por sequenciamento. Obviamente, ambos
os tipos de dados exigiram ferramentas apropriadas no sentido de explorar a0 maximo suas
informacoes.

A abordagem de modelos mistos via REML foi utilizada para tratar os dados fenoti-
picos por combinar formulacdo adequeada aos complexos experimentos genéticos, método de
estimagdo de parametros apropriado e estruturagdo das matrizes de varidncias-covariancias dos
efeitos aleatérios. Assim sendo, foi possivel atribuir aos efeitos genéticos e residuais diferen-
tes estruturas, cada qual mais plausivel aos carateres analisados sob determinado contexto de
delineamento e de populacdo estudada. Matrizes exibindo varidncias genéticas heterogéneas,
por exemplo, foram selecionadas de um modo geral, exemplificando claramente a violacdo de
pressupostos dos modelos de andlise de variancia comumente utilizados no melhoramento e,
adicionalmente, enfatizando a existéncia nao negligencidvel da interacdo genétipo-ambiente.

Ainda, dados de sequenciamento da proxima geracdo de bibliotecas de GBS para cada
populacao foram avaliados quanto a performance na etapa simultdnea de descoberta e genoti-
pagem de polimorfismos derivados de substitui¢des de bases e de insercoes-dele¢des. Basica-
mente, a técnica constituiu-se como uma importante estratégia na tentativa de refinar estudos
genéticos em ambas as espécies. Primeiro, porque GBS apareceu ineditamente dentre trabalhos
relacionados ao mapeamento de QTLs em populagdes de sorgo sacarino e em cana-de-agucar,
conferindo saturacdo e informatividade genética aos genomas. Segundo, porque forneceu,
para cana, a possibilidade de investigar, com uma maior abrangéncia gendmica, a questao
relacionada a dosagem alélica de locos em uma populacdo biparental utilizando o software
SupERMASSA e a elaboracdo de denso e saturado mapa genético com auxilio do pacote do
R ONEMaAP, para o qual metodologia para incoporagdo de marcadores em doses superiores €
prevista. E, finalmente, porque subsidiou a comparagdo entre os genomas das duas espécies,
sob o pressuposto de considerdvel conservacao entre suas sequéncias gendmicas.

De fato, detectar QTLs para caracteres relacionados a produgdo e acticar em popu-
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lagdes de mapeamento de espécies com fins bioenergéticos constitui uma valiosa etapa para
compreensdo do controle genético subjacente a variacdo fenotipica ttil ao melhoramento. Nos
casos das populagdes de sorgo sacarino e cana-de-agucar aqui utilizadas, ambas se beneficiaram
das estratégias de mapeamento de multiplos intervalos uni- e multivariadas para a descoberta
de QTLs implementadas no pacote do R ONEQTL. Além disso, a tradicional metodologia de
andlise de marcas individualmente acrescentou novas descobertas para a populagdo de cana-de-
acucar. Este trabalho destaca-se, sobretudo, pela utilizacdo de fendtipos comparaveis entre as
espécies, o que é raramente encontrado na literatura. Nesse sentido, cana-de-agucar beneficiou-
se importantemente do relacionamento evolutivo proximo com sorgo, uma vez que nao possui
espécie diploide relativa, como em batata. Ainda, pode-se atribuir a esse relacionamento a
possibilidade de verificar a consisténcia em mapas de populagdes diferentes de cana-de-agucar.

Uma vez que ambas as populacdes estdo ligadas a instituicdes brasileiras mantenedoras
de importantes programas de melhoramento para as espécies, hé plena possibilidade de incorpo-
racao dessas descobertas convenientemente em seus trabalhos de pesquisa e de desenvolvimento
de tecnologias e de cultivares ou variedades. Ou seja, com base na comparacio dos genomas, 0
reconhecimento de varias regides de potencial controle evolutivamente conservado demonstrou
evidéncias de plausivel utilizacdo de estratégias visando a clonagem de genes ou de selecdo

assistida por marcadores.
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