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“Emancipate yourselves from mental slavery
None but ourselves can free our minds...”
(Redemption Song)

Bob Marley

“Don 't let them fool you

Or even try to school you, Oh! No

We ve got a mind of our own

So go to hell if what you ’re thinkin’isn 't right
Love would never leave us alone

In the darkness there must come out to light
Could you be loved and be loved?

Could you be loved and be loved... ”

(Could you be loved)

Bob Marley

“Ouse, ouse... ouse tudo!!

N&o tenha necessidade de nada!

N&o tente adequar sua vida a modelos,

nem queira vocé mesmo ser um modelo para ninguem.

Acredite: a vida Ihe dara poucos presentes.

Se vocé quer uma vida, aprenda... a rouba-la!

Ouse, ouse tudo! Seja na vida o que voceé é, aconteca 0 que acontecer.
Né&o defenda nenhum principio, mas algo de bem mais maravilhoso:

algo que esta em nds e que queima como o fogo da vida! ”

Lou Andreas-Salomé
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RESUMO

A cultura da cana-de-agUcar (Saccharum spp.) possui uma importancia historica e
econdmica para o Brasil. O agronegdcio sucroalcooleiro vem experimentando forte expanséo na
ultima década ndo sé no Brasil como também em todo o mundo em funcéo, principalmente, da
demanda por fontes de energia menos agressivas ao ambiente. Para atender a uma maior
demanda por seus subprodutos, principalmente de etanol, a &rea cultivada com cana-de-agucar
vem aumentando a cada ano no Brasil, ocupando areas novas de cultivo nas regies centrais do
pais. Nesse contexto, 0 melhoramento genético tem um papel fundamental no desenvolvimento
de novas cultivares adaptadas a essas condicGes de cultivo. A maioria dos caracteres de
importancia econdmica possui uma natureza genética complexa fazendo com que o
desenvolvimento de uma nova cultivar de cana-de-aglcar leve mais de 10 anos. Desta forma, o
uso de abordagens que permitam a identificacdo de genes ou de QTLs associados a caracteres
quantitativos de forma precisa e rapida tem grande utilidade no melhoramento dessa espécie. O
mapeamento por associacao baseado no fendmeno do desequilibrio de ligacdo é uma metodologia
que visa detectar associagdes entre genes e caracteres agrondmicos, podendo contribuir desta
forma para o melhoramento da cana-de-acucar. Assim, este trabalho teve como principal
objetivo avaliar o uso da abordagem de mapeamento por associa¢do na deteccdo de associagdes
importantes entre marcadores moleculares do tipo SSR e AFLP e os caracteres Altura, Diametro
e Numero de Colmos; Percentual de Fibra na Cana (Fibra % Cana); Porcentagem em massa de
sacarose (Pol % cana) e Tonelada de Cana por Hectare (TCH) em cana-de-acucar. Os dados
fenotipicos dos gendtipos avaliados sdo oriundos de experimentos conduzidos em quatro regides:
Ribeirdo Preto, Jau e Piracicaba em Sdo Paulo e Goianésia em Goias no periodo entre 1990 e
2009. Associagdes entre os marcadores e 0s caracteres fenotipicos foram avaliadas em cada
regido e em todas simultaneamente. A analise de associacdo realizada através de modelos mistos
sugeriu a existéncia de doze associagbes envolvendo os caracteres Numero de Colmos,
Porcentagem em massa de sacarose (Pol % cana) e Tonelada de Cana por Hectare (TCH). Quatro
associacOes envolveram a caracteristica Numero de Colmos sendo trés (CIR56, ACG_CGT e
AGG_CAG) de caréter geral, ou seja, relacionada a média das quatro regides e uma associagdo na
regido de Goids (ACG_CAT). Sete associagdes entre a caracteristica Pol % Cana e as marcas
CV60, CV106, AAG_CAC, AAG_CAG e ACG_CTT foram especificas para a regido de cultivo de
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Ribeirdo Preto. Uma associacdo entre Tonelada de Cana por Hectare (TCH) e a marca ACG_CGC

foi detectada na regido de Piracicaba.

Palavras-chave: Poliploide; Cana-de-agUcar; Desequilibrio de ligacdo, Mapeamento por

Associacdo; Modelos mistos; QTL
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ABSTRACT

Sugarcane (Saccharum spp.) has an historical and economic relevance in Brazil. We are
the largest producer and exporter of sugar and ethanol in the world. Sugar agribusiness has
experienced a xx in the last decade not only in Brazil but also around the world as a consequence
of increasing demand on renewable and clean sources of energy. As a consequence, the growing
area with sugarcane in Brazil is expanding, reaching the central regions of the country.
Sugarcane breeding has an important role in developing new cultivars adapted to these new
conditions. However, most traits of economic importance in sugarcane have complex genetic
architecture making the improvement of new sugarcane cultivars a challenging process. Thus,
adoption of strategies that allow for rapid and precise detection of genes associated with
quantitative traits is of great interest, representing a valuable tool for sugarcane breeding.
Association mapping based on linkage disequilibrium represents a strategy useful for detection of
marker-trait associations and may contribute for identifying genes useful for sugarcane breeding.
In the present study, association mapping approach was applied to sugarcane in order to evaluate
its potential contribution in detecting important associations between SSR and AFLP molecular
markers and the characters Height, Diameter and Number of Stalks; % Fiber; % Pol and TCH.
Phenotypic data for genotypes were collected from field trials in four locations: Ribeirdo Preto,
Jau and Piracicaba in Sdo Paulo and Goianésia in Goias between 1993 and 2009. Marker-trait
associations were tested for each location individually and for all locations simultaneously. A
mixed model approach was adopted to test for marker-trait associations. The results suggested
the existence of twelve associations involving the characters Stalk Number, % Pol and TCH.
Four associations involved stalk number from which three (markers CIR56, ACG_CGT e
AGG_CAG) were for all locations and one specific to Goidas (ACG_CAT). Seven associations
between % Pol and markers CV60, CV106, AAG_CAC, AAG_CAG e ACG_CTT were detected in

Ribeirdo Preto. One association between TCH and ACG_CGC was detected in Piracicaba

Keywords: Polyploid; Sugarcane; Linkage disequilibrium; Association mapping; Mixed models;
QTL
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1 INTRODUCAO
1.1 Aspectos econdémicos do agronegdécio sucroalcooleiro no Brasil

Historicamente a cana-de-agUcar sempre possuiu um papel relevante para a economia
brasileira e, desde que foi introduzida pelos portugueses no século XVI, figura entre as principais
culturas do Brasil. Em 1975 o governo federal lancou o programa Nacional do Alcool
(Proalcool) com o objetivo de reduzir a dependéncia do pais em relacdo ao petréleo. A partir
desse momento, iniciou-se um processo de intensa transformacdo do agronegd6cio da cana,
resultante de grandes investimentos em melhorias tecnoldgicas. Nos ultimos anos, em funcdo da
demanda por fontes de energia menos agressivas ao ambiente, 0 setor passa por uma nova fase de
intensos investimentos diante da perspectiva de aumento no consumo mundial de etanol como
fonte de combustivel alternativo ao petréleo. Além disso, novos processos na area biotecnoldgica
abriram possibilidades de uso antes ndo exploradas para a cultura e seus derivados como, por
exemplo, a producdo de plasticos biodegradaveis. Como conseqiiéncia, o agronegécio da cana
vem experimentando forte expansdo na Gltima década o que pode ser evidenciado pelos numeros

crescentes relacionados ao setor.

Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2011), a area cultivada com
cana-de-agUcar esta em expansdo, sendo estimada em aproximadamente 8 milhdes de hectares na
safra 2010/11. Nesta mesma safra foram processadas cerca de 620 milhdes de toneladas, sendo
10,3% nas regides Norte e Nordeste e 89,7% na regido Centro-Sul, com destaque para o estado de
Sdo Paulo como o maior produtor brasileiro, respondendo com quase 60% da producdo nacional.
A produtividade média desta safra foi de 77,8 toneladas por hectare. No mesmo periodo o pais
produziu cerca de 38 milhdes de toneladas de acucar e cerca de 27 bilhdes de litros de etanol. A
expressividade desses numeros coloca o Brasil numa posicdo de destaque no cenario

internacional do agronegdcio da cana-de-agUcar e seus principais derivados.

O pais é o maior produtor e exportador de agucar, respondendo por cerca de 20% de toda
a producdo mundial, sendo que aproximadamente dois tergos dessa producdo sdo destinados a
exportacgdo, fazendo com que sozinho, o Brasil responda por 37% do mercado internacional deste
produto (BRASIL, 2011a).
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Em relacdo ao etanol, o pais disputa com os Estados Unidos a lideranca na producéo
mundial, embora a fonte priméria para a produ¢do americana deste combustivel seja 0 milho. As
perspectivas para o etanol sdo de demanda crescente para este produto no mercado internacional,
de modo que as exportacBes brasileiras vém mostrando um expressivo crescimento na ultima
década, atingindo niveis suficientes para colocar o pais também na lideranca das exportacoes
desse produto. De acordo com a Secretaria de Comércio Exterior do Ministério do
Desenvolvimento, Industria e Comércio (BRASIL, 2011c), em 2008 o Brasil atingiu o apice da
série histdrica, exportando 5,1 bilhdes de litros de etanol ou o equivalente a 20% do total
produzido naquela safra. Em 2010 o desempenho das exportacOes foi timido, cerca de 1,9
bilhdes de litros, em funcdo da prioridade de abastecimento do mercado interno de carros
bicombustiveis e devido a reducdo das importacdes americanas que aumentaram sua producao
nos ultimos anos (CONAB, 2011).

Outra constatacdo importante ao se analisar as estatisticas referentes a cana-de-actcar no
Brasil é que a forte expansdo da produc¢do da cultura nos ultimos anos é funcdo muito mais de um
aumento na area plantada do que de aumento no rendimento médio da cultura, que parece ter
atingido um plat6. De 1975, ano de lancamento do Proalcool, até 2010 a &rea plantada aumentou
aproximadamente 400%, enquanto o incremento no rendimento médio no mesmo periodo foi de
pouco mais de 63% (BRASIL, 2011b). Portanto, além do aumento de producdo devido a
expansao da cultura para areas ditas marginais ou ndo tradicionais que apresentam, por exemplo,
maior déficit hidrico, a garantia de competitividade e sustentabilidade do agronegécio da cana
exigira investimentos no desenvolvimento continuo de variedades geneticamente melhoradas
visando aumentar o rendimento médio da cultura, além de considerar novos fatores bioticos e

abioticos de cada regido e sistema de cultivo.

1.2 Taxonomia e origem da cana-de-agucar

A cana-de-acucar (Saccharum spp.) € uma espécie pertencente a familia Poaceae, sub-
familia Panicoideae, tribo Andropogoneae, subtribo Saccharinae e ao género Saccharum
(TZVELEV, 1989). A maioria dos autores considera que o género Saccharum é composto por
seis espécies, sendo duas selvagens, Saccharum spontaneum Linnaeus (2n=40-128) e Saccharum

robustum Brandes and Jeswiet ex Grassl. (2n=60-205) e quatro formas cultivadas, Saccharum
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officinarum Linnaeus (2n=80), Saccharum barberi Jeswiet (2n=81-124), Saccharum sinense
Roxb. (2n=111-120) e Saccharum edule Hassk. (2n=60-80).

Estudos moleculares e citogenéticos realizados principalmente nas duas Ultimas décadas
ajudaram a definir melhor o processo evolutivo que originou as espécies de cana-de-acUcar, a
estabelecer uma clara distingéo entre os géneros Saccharum, Erianthus e Miscanthus e reduzir a
possibilidade de uma provavel contribuicdo destes Ultimos dois géneros para a origem das
especies de cana (GLASZMANN et al., 1989; GLASZMANN; LU; LANAUD, 1990; LU et al.,
1994a; D’HONT et al., 1993; D’HONT et al., 1995; BESSE; McINTYRE; BERDING, 1997;
ALIX et al., 1998; ALIX et al., 1999; D’HONT; PAULET; GLASZMANN, 2002). Em linhas
gerais, 0s resultados destes estudos suportam o cenario descrito por Brandes (1958 apud GRIVET
et al., 2004), no qual se sugere que a cana evoluiu a partir de uma linhagem ancestral pertencente
exclusivamente ao género Saccharum (GRIVET et al., 2004). Inicialmente, este ancestral
comum encontrava-se amplamente disperso em duas areas principais: uma na regido continental
do sudeste asiatico (Java e Sumatra) e outra correspondendo a Australia, Nova Guiné e ilhas
préximas. Acredita-se que no periodo quaternario o isolamento de populac6es deste ancestral nas
duas regibes permitiu sua diferenciacdo, dando origem as espécies selvagens S. spontaneum, na
primeira area, e S. robustum, na segunda. Na Nova Guiné, a domesticacdo de plantas de S.
robustum ricas em aclcar originou a espécie das canas nobres (S. officinarum). Em
consequéncia, principalmente da acdo humana, clones de S. officinarum alcangaram as regides
continentais proximas e ilhas do Pacifico, onde hibridacdes com populacdes naturais de S.
spontaneum deram origem a hibridos interespecificos robustos, melhor adaptados as condicdes
subtropicais do que os clones nobres. A introducéo de clones nobres no norte da india e da China
permitiu a ocorréncia de hibridacGes interespecificas entre S. officinarum, S. spontaneum e S.
robustum, dando origem as espécies cultivadas S. barberi e S. sinense (D’HONT; PAULET;
GLASZMANN, 2002; GRIVET et al., 2004). Para a espécie S. edule os estudos realizados
sugerem que sua origem pode ter sido por um processo semelhante ao de S. officinarum, ou seja,
por selecdo direta dentro de S. robustum. No entanto, tem sido sugerida também uma origem
intergenérica entre S. officinarum ou S. robustum com uma espécie pertencente a algum género
relacionado (DANIELS; ROACH, 1987).
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1.3 Melhoramento e uso de germoplasma no desenvolvimento das variedades modernas

O melhoramento de cana comegou em Barbados e em Java quase que simultaneamente no
fim do século XIX. Ming et al. (2006) descrevem cinco fases principais na historia de
melhoramento da cana. A primeira relacionada ao cruzamento e selecéo de clones da cana nobre
para obter as cultivares nobres. Apesar de possuirem boa qualidade de moagem, alto conteudo de
acucar e baixo teor de fibra, faltava-lhes vigor, capacidade de rebrota e resisténcia a doencas. Na
segunda fase ocorreram hibridagdes interespecificas entre as canas S. officinarum e a espécie
selvagem S. spontaneum, seguido de sucessivos retrocruzamentos com S. officinarum,
procedimento que ficou conhecido como nobilizacdo. O objetivo principal era obter novas
cultivares que possuissem o potencial de producdo de acuUcar das canas nobres e a robustez, vigor
e resisténcia a doencgas de S. spontaneum. Um fato de grande importancia nessa fase foi o
desenvolvimento em 1921 da cultivar POJ2878 por melhoristas em Java.

Durante o processo de nobilizagdo ocorreu a transmissdo assimétrica de cromossomos, de
modo que na geracdo F; e na primeira geracdo de retrocruzamento (RC;), os individuos da
progénie receberam o nimero somatico de cromossomos do parental feminino S. officinarum
(2n=80, x=10) somado ao numero gamético do parental masculino S. spontaneum (2n = 40-128,
x=8), resultando em cultivares altamente polipléides e com frequente aneuploidia
(BUTTERFIELD; D’HONT; BERDING, 2001; D’HONT; GLASZMANN, 2001; GRIVET;
ARRUDA, 2001).

A terceira fase consistiu no cruzamento das canas nobilizadas para produzir as canas
hibridas melhoradas nos anos de 1930. Estas cultivares tiveram grande importancia para a
producdo de agucar durante as décadas seguintes em diversas regides do mundo. Na quarta fase
foram desenvolvidas as atuais cultivares de cana-de-aclcar a partir de cruzamentos entre 0s
hibridos obtidos na fase anterior e na de nobilizagdo. Como consequiéncia, houve um forte efeito
de gargalo no desenvolvimento das canas modernas, pois elas séo derivadas essencialmente de
poucos genotipos parentais (ARCENEAUX, 1965; ROACH, 1989; JACKSON, 2005).
Conscientes desse problema, os melhoristas deram inicio por volta de 1960 a quinta fase do
melhoramento, caracterizada pelo uso de germoplasma selvagem nos programas de
melhoramento, na tentativa de ampliar a base genética estreita das cultivares até entdo

desenvolvidas.
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Portanto, as cultivares modernas de cana-de-agUcar, denominadas coletivamente
Saccharum spp., sdo essencialmente geracfes avancgadas de hibridos entre S. officinarum e S.
spontaneum, que possuem tipicamente mais de 100 cromossomos (2n=100-130) sendo que
aproximadamente 80% destes sdo derivados de S. officinarum, 10-15% de S. spontaneum e o

restante 5-10% sdo cromossomos recombinantes entre as duas espécies ancestrais (D’HONT et
al., 1996).

No Brasil, a cana-de-acucar foi introduzida por Martin Afonso de Souza em 1502, a partir
de mudas trazidas provavelmente da llha da Madeira (CESNIK; MIOCQUE, 2004). Nesta fase
inicial, a introducdo de germoplasma origindrio de outros paises representava a maneira mais
rapida e econdmica de obtencdo de cultivares (LANDELL; BRESSIANI, 2008). No final do
século XIX e inicio do século XX houve intensa preocupacdo em todo o0 mundo em relacdo aos
niveis de produtividade, aos problemas fitossanitarios, bem como com a melhoria da qualidade
das cultivares desenvolvidas (AGUIRRE Jr., 1936; ANDRARDE, 1985; DANTAS, 1960;
DEERR, 1921; EDGERTON, 1955; STEVENSON, 1965 apud MATSUOKA; GARCIA;
ARIZONO, 2005). Assim como em outras partes do mundo, iniciaram-se no Brasil as primeiras
atividades envolvendo o melhoramento de cana, de forma que nas trés primeiras décadas do
século XX foi organizado um sistema de experimentacdo voltado para a avaliacdo de cultivares
introduzidas e desenvolvimento de gendétipos adaptados as condicdes brasileiras (LANDELL;
BRESSIANI, 2008; MATSUOKA; GARCIA; ARIZONO, 2005).

As duas primeiras estacGes brasileiras de pesquisa com cana-de-agtcar foram criadas em
1910. A Estacdo Experimental de Escada, instalada efetivamente em 1913 no estado de
Pernambuco, iniciou estudos para a selecdo de cultivares resistentes a broca Diatraea saccharalis
e ao piolho Trionymus sacchari, bem como projetos de irrigacdo com a assessoria de técnicos
holandeses. No entanto, as atividades nesta estacdo foram interrompidas na década de 1920 e o
acervo transferido para a Estagdo Experimental de Barreiros também em Pernambuco (CESNIK;
MIOCQUE, 2004). As informac0es a respeito das cultivares desenvolvidas nesta estacdo, e nas
gue se seguiram a ela em Pernambuco sdo escassas, mas ha registro de cultivares como EB4 e
EB10 (LANDELL; BRESSIANI, 2008). A Estagdo de Campos, no estado do Rio de Janeiro,
apesar de criada em 1910 passou a atuar efetivamente nas atividades de melhoramento em 1916.

Além da introducdo e avaliacdo de cultivares estrangeiras, foi instalado nesta estacdo um
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programa de melhoramento proprio, resultando no desenvolvimento das primeiras cultivares
hibridas (‘CB100’ e ‘CB3600°) (LANDELL; BRESSIANI, 2008). Durante varias décadas, as
cultivares CB (Campos Brasil), tiveram significativa participagdo na canavicultura brasileira
chegando a ter o predominio da area cultivada no pais (MATSUOKA; GARCIA; ARIZONO,
2005).

Outro programa de grande relevancia para o melhoramento da cana-de-agucar € o do
Instituto Agronémico de Campinas (IAC). Ja em 1892, os primeiros estudos foram conduzidos
através de um ensaio de competicdo com 42 cultivares nobres introduzidas ou selecionadas por
produtores (LANDELL; ALVAREZ, 1993 apud LANDELL; BRESSINAI, 2008). Efetivamente,
as atividades de melhoramento neste instituto sé se iniciaram em 1934 e as primeiras cultivares
desse programa (‘lIAC36-25" e ‘IAC47-31’) foram lancadas na década de 1950. Em seguida,
foram desenvolvidas as cultivares (‘IAC48-65°, ‘IAC51-205°, ‘1AC52-250°, ‘IAC58-480° e
‘IAC64-257") que atingiram efetivo sucesso comercial em funcdo da expansdo da cultura para
areas com solos de fertilidade mais baixa (LANDELL; BRESSINAI, 2008). Além de ser um dos
pioneiros na criagdo de um programa de melhoramento realmente estruturado, o IAC € o
programa com maior tradicdo nesta area no Brasil. Além disso, na década de 1960, dois
pesquisadores deste instituto, Carlos Alberto Krug e Hermindo Antunes Filho, contribuiram
significativamente para a formacdo de outros dois importantes programas de melhoramento
genético, o do Planalsucar e o da Copersucar (IAC, 2011; disponivel em: <http://www.iac.br/>).
Atualmente o instituto funciona como Centro Avancado da Pesquisa Tecnoldgica do
Agronegocio de Cana (APTA Cana), com sede em Ribeirdo Preto/SP, desenvolvendo pesquisa
ndo apenas na area de melhoramento, mas também em outras areas relevantes para a cultura.
Além disso, em sintonia com os avangos tecnoldgicos, o0 centro tem investido também em

pesquisas na area de biotecnologia de cana-de-agucar.

Nos anos de 1969 e 1970 surgiram dois dos maiores programas de melhoramento de cana
do Brasil. O primeiro foi o do Centro de Tecnologia Copersucar, criado em 1969 pela
Cooperativa Central dos Produtores de Actcar e Alcool do Estado de S&o Paulo na cidade de
Piracicaba/SP. O ciclo das cultivares da Copersucar (que receberam a sigla SP) teve inicio na
segunda metade da década de 80, com cultivares como a ‘SP70-1143’, ‘SP70-1284’, ‘SP71-1406’
e ‘SP71-6163’, as quais figuraram entre as mais cultivadas na regido Centro-Sul nas decadas de
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1980 e parte da década de 1990 (COPERSUCAR, 1995 apud MATSUOKA, GARCIA.
ARIZONO, 2005). Além das atividades de melhoramento tradicional, este programa se destaca
também pela forte atuacdo na area de biotecnologia. Em Agosto de 2004, o centro passou a se
chamar Centro de Tecnologia Canavieira (CTC) e as cultivares liberadas desde entéo recebem a
sigla CTC. Atualmente, o CTC € o maior centro privado de pesquisas com cana-de-agucar do
Brasil, atuando dinamicamente em toda a cadeia produtiva do setor canavieiro, desde o
melhoramento da cana até a producdo final de acucar, etanol e de energia (CTC, 2011; disponivel

em: <http://www.ctcanavieira.com.br/>).

O segundo programa foi o do Planalsucar (Programa Nacional de Melhoramento de Cana-
de-acucar), responsavel pelo desenvolvimento das cultivares RB (Republica do Brasil). Este
programa foi criado pelo Instituto do Acticar e do Alcool (IAA), do entdo Ministério da IndUstria
e do Comércio. O objetivo do governo federal era desenvolver um programa de abrangéncia
nacional com uma estrutura de pesquisa capaz de lidar com os problemas tecnologicos que a
cultura estava sujeita na segunda metade da década de 1960. O programa liberou 18 cultivares
até sua extincdo em 1990, sendo a mais importante delas a ‘RB72-454" (MATSUOKA,;
GARCIA; ARIZONO, 2005). Em 1992, toda a estrutura do Planalsucar foi transferida para um
conjunto de universidades federais, compondo assim a Rede Interuniversitaria para o
Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro (RIDESA), com o objetivo de dar continuidade ao
desenvolvimento de pesquisas e melhoramento genético da cana-de-acucar. Para se ter uma idéia
da importancia deste programa, atualmente as cultivares RB ocupam aproximadamente 58% da
area cultivada com cana no Brasil (RIDESA, 2011; disponivel em: <

http://www.ridesa.com.br/>).

Nos diferentes programas de melhoramento no Brasil e no mundo, a exploragcdo da
hibridagdo pelos melhoristas proporcionou uma diversificagdo do perfil varietal da cultura,
refletindo-se em cultivares produtivas, com boa capacidade de perfilhamento, didmetro dos
colmos adequado, maior resisténcia a pragas e doencas e maior capacidade de rebrota apos varios
cortes. Apesar destes avangos, € necessario garantir que os incrementos de produtividade a cada
ciclo de melhoramento sejam suficientes para atender a demanda projetada de cana e seus

derivados para as proximas décadas.
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Os programas atuais de melhoramento de cana baseiam-se essencialmente em esquemas
de selegdo recorrente. Para maximizar a eficiéncia da selecdo, a maioria dos programas utiliza
grandes populacgdes de individuos nas etapas iniciais de melhoramento, mas a eficiéncia pode nédo
ser suficiente para permitir os niveis desejados de ganhos. Devido ao pouco conhecimento do
controle genético de caracteres quantitativos, responsaveis pelas caracteristicas de maior
importancia comercial, a identificacdo dos gendtipos promissores baseia-se na selecdo para
caracteres secundarios, correlacionados com o carater principal (BRESSIANI, 1993). Uma
grande desvantagem desta estratégia € que as correlacfes obtidas dependem em certo grau das
condi¢cbes ambientais de avaliacdo, o que prejudica bastante na identificacdo dos genotipos

superiores.

Neste contexto, os marcadores moleculares representam uma abordagem importante para
a analise do genoma de cana, pois oferecem a possibilidade de analisar diretamente ao nivel
molecular a variacao existente e identificar locos relacionados com caracteristicas de importancia

econémica, aumentando a eficiéncia da selecéo.
1.4 Marcadores moleculares em cana-de-acucar

O uso de abordagens baseadas em marcadores moleculares de DNA oferece a
oportunidade de explorar o genoma das espécies fornecendo informacdes importantes a respeito
de sua estrutura e fungdo. Desde o0 seu desenvolvimento, uma de suas principais aplicagdes tem
sido na construcdo de mapas genéticos de ligagdo. Numa abordagem tradicional, os mapas
genéticos sdo usados como ponto de partida para a analise dos genomas permitindo, por exemplo,
dissecar geneticamente os caracteres de heranca complexa em caracteres de heranca simples,

fornecendo informacdes importantes para 0 melhoramento das espécies vegetais cultivadas.

No entanto, o mapeamento, tal como é feito em plantas diploides, ndo pode ser
diretamente aplicado em cana-de-acucar devido a complexidade genémica das cultivares
modernas, representada pela elevada poliploidia com ocorréncia concomitante de aneuploidia;
alta heterozigosidade; dosagens alélicas ndo conhecidas e dificeis de determinar; e a contribuicdo
exata de cada genoma que originou as cultivares modernas de cana (ALWALA; KIMBENG,
2010). Além disso, de modo geral os metodos estatisticos para poliploides sdo mais complexos e,
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especialmente no caso de cana, ha caréncia de modelos adequados as especificidades de sua

natureza genética.

Um método de mapeamento genético para polipldides com pareamento bivalente na
meiose foi proposto por Wu et al. (1992). Esse método € baseado no uso de marcadores em dose
unica (MDU), ou seja, em marcadores presentes em uma Gnica copia ou dose em um ou nos dois
parentais. Dessa forma, os individuos da progénie sdo genotipados com base no padrdo de
presenga e auséncia das marcas MDU, as quais segregam nas propor¢des 1:1 ou 3:1,
independentemente da natureza do marcador utilizado. Essa estratégia permitiu a construcao de
mapas genéticos de ligacdo em cana-de-acucar utilizando de diferentes marcadores moleculares
como RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), microssatélites ou SSR (Simple
Sequence Repeats), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism) e TRAP (Target Region Amplification Polymorphism). Estes mapas
foram obtidos a partir de populacbes F; derivadas de cruzamentos biparentais, envolvendo
diferentes tipos de parentais como, por exemplo, S. spontaneum ‘SES 208 (2n = 64) e seu duplo-
haploide ‘ADP068” (AL-JANABI et al., 1993; Da SILVA et al.,, 1993; 1995); cruzamentos
interespecificos entre S. officinarum ‘Louisiana Purple’ (2n = 80) x S. robustum ‘Mol 5829’ (2n =
80) (MUDJE et al., 1996; GUIMARAES et al., 1999) ou entre S. officinarum ‘Green German’
(2n = 97-117) x S. spontaneum ‘IND 81-146" (2n = 52-56), S. officinarum ‘Muntok Java’ (2n =
140) X S. spontaneum ‘PIN 84-1 (2n = 96) (MING et al., 1998; 2002a) e S. officinarum ‘La
Striped’ (2n = 80) x S. spontaneum ‘SES 147B’ (2n = 64) (ALWALA et al., 2008). H& também
mapas desenvolvidos a partir de populacdes derivadas ou envolvendo variedades comerciais ou
clones elite como, por exemplo, S. officinarum ‘1J76-514° (2n = 80) x ‘Q165’ (2n = 115)
(AITKEN; JACKSON, McINTYRE, 2005, 2007); ‘Q117’ x ‘MQ77-340’ (REFFAY et al., 2005);
‘Q117’ x Linhagem ‘74C42° (McINTYRE et al., 2005a); ‘SP80-180° x ‘SP80-4966° (GARCIA
et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2007); auto-fecundagdo da cultivar ‘R570° (2n = 107-115)
(GRIVET et al., 1996; ASNAGHI et al., 2000; HOARAU et al., 2001; ROSSI et al., 2003);
‘R570’ x ‘MQ76-53" (RABOIN et al., 2006). Devido ao tamanho do genoma de cana um grande
numero de marcadores é exigido e estima-se que mesmo 0 mais saturado dos mapas cobre
somente cerca de dois tercos do seu genoma (AITKEN; JACKSON; McINTYRE, 2005). Além
disso, a cobertura gendmica obtida nos mapas desenvolvidos até 0 momento € irregular, ou seja,

parece que a fracdo do genoma originaria de S. spontaneum apresenta uma densidade maior de
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marcadores quando comparada com os cromossomos originarios de S. officinarum (GRIVET;
ARRUDA, 2001).

Outra aplicagédo de grande importancia dos marcadores tem sido na investigacdo da
diversidade envolvendo o germoplasma de Saccharum. De especial interesse tem sido a
caracterizacdo da origem e dos niveis de diversidade dentro das cultivares modernas de cana e
das duas principais espécies que contribuiram para o seu genoma S. officinarum e S. spontaneum.
Os primeiros estudos neste sentido sugeriram haver pouca diversidade no germoplasma de S.
officinarum (GLASZMANN et al., 1989; GLASZMANN; LU; LANAUD, 1990; BURNQUIST;
SORRELLS; TANKSLEY, 1992; D’HONT et al., 1993; LU et al., 1994a, 1994b). No entanto,
estudos recentes tém demonstrado haver uma quantidade consideravel de diversidade nesta
espécie (JANNOO et al., 1999b; SELVI et al.,, 2003; BROWN et al.,, 2007; AITKEN;
JACKSON; McINTYRE, 2006, ALWALLA et al., 2006) e que as observacdes iniciais parecem
ter sido muito mais um problema relacionado ao baixo nimero de acessos avaliados do que a
uma baixa diversidade de fato. Analises moleculares feitas com diferentes marcadores no
germoplasma de S. spontaneum tém mostrado que esta especie possui 0s niveis mais elevados de
diversidade intra-especifica quando comparada com as demais espécies do género
(GLASZMANN; LU; LANAUD, 1990; BURNQUIST; SORRELLS; TANKSLEY, 1992;
SOBRAL et al., 1994; NAIR et al., 1999; PAN et al., 2004; SHEJI et al., 2006). Evidéncias
recentes sugerem inclusive que genes com contribuicdo positiva para o acimulo de agUcar
poderiam estar presentes em seu genoma (REFFAY et al., 2005; ALWALA et al., 2008).

Por causa de sua origem hibrida, da poliploidia e da propagacdo vegetativa, as cultivares
modernas de cana sao altamente heterozigotas, ou seja, possuem elevada diversidade alélica nos
locos (JANNOO et at., 1999b; SELVI et al., 2003; ALWALA et al., 2006; BROWN et al., 2007).
Os principais estudos conduzidos para caracterizacdo da diversidade dentro do germoplasma
cultivado tém demonstrado que uma parte significativa da variacdo observada € derivada da
fracdo do genoma originaria de S. spontaneum (D’HONT et al., 1996; JANNOO et al., 1999a;
SELVI et al., 2005; AITKEN; JACKSON; McINTYRE, 2006).

Apesar de estes estudos mostrarem que ha consideravel variabilidade disponivel nas
espécies selvagens S. officinarum e S. spontaneum, somente uma fracdo pequena desta

diversidade foi efetivamente utilizada. 1sso se deve ao fato de que um ndmero restrito de



29

genotipos destas espécies parentais foi usado no inicio do desenvolvimento das cultivares
modernas.  Consequentemente, parece que a maior parte da variabilidade presente no
germoplasma destas cultivares ja foi explorada pelo melhoramento e que esta seria a causa
principal das baixas taxas de progresso genetico observadas nos programas de melhoramento
(AITKEN; McNEIL, 2010). Portanto, a ampliagdo da base genética de modo a permitir a
continuidade dos ganhos por selecdo, depende da caracterizacdo de novas fontes de germoplasma
dentro do género Saccharum ou em géneros relacionados como Erianthus e Miscanthus,

principalmente.
1.5 Mapeamento de QTLs
1.5.1 Mapeamento via analise de ligacdo

A maioria das caracteristicas com as quais lidamos no melhoramento de plantas sdo
caracteristicas complexas, controladas por muitos genes e cuja expressdo é influenciada pelo
ambiente e por interacdes entre os genes. As regides no genoma onde se localizam os genes com
efeitos significativos sobre tais caracteristicas sdo denominadas QTLs (Quantitative Trait Locus)
(FALCONER; MACKAY, 1996).

Nas Gltimas décadas grande esforgo tem sido feito para a identificacdo, localizagdo e
mensuracdo dos efeitos dos QTLs em diversas espécies de interesse econdmico. A maioria destes
estudos utilizou estratégias de mapeamento de QTLs que incluem primeiramente a geracdo de
uma populacdo de mapeamento (F;, Fy, retrocruzamento, RILs e NILs) a partir de cruzamentos
biparentais, genotipagem dos individuos com marcadores moleculares, fenotipagem dos
individuos para a(s) caracteristica(s) de interesse e, por ultimo, analise dos resultados via
mapeamento de ligacdo. Neste processo, a construcdo criteriosa dos mapas genéticos de ligacdo
¢ uma etapa de fundamental importancia para o mapeamento e utilizacdo dos QTLS no
melhoramento de espécies agricolas (STAUB; SERQUEN; GUPTA, 1996).

Utilizando esta abordagem em populacdes F;, diversos caracteres em cana-de-agucar
foram mapeados, incluindo caracteres relacionados a doencas, producdo de massa e de agucar
(DAUGROIS et al., 1996; MUDGE et al., 1996; MING et al., 2001, 2002b, 2002c; HOARAU et
al., 2002; McINTYRE et al., 2005a, 2005b; AITKEN; JACKSON; McINTYRE, 2006; RABOIN
et al., 2006; AL-JANABI et. al., 2007; AITKEN et al., 2008; ALWALA et al., 2008; PIPERIDIS
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et al., 2008; PINTO et al., 2010). Por causa da natureza poliploide e altamente heterozigdtica de
seu genoma, a maioria dos caracteres de interesse em cana possui padrdo quantitativo de heranga.
Esse fato tem sido confirmado em diversos estudos que identificaram grande ndmero de alelos
com pequenos efeitos sobre a variacdo fenotipica dos caracteres (SILLS et al., 1995; MING et al.,
2001, 2002h, 2002c; HOARAU et al., 2002; McINTYRE et al., 2005a; AL-JANABI et. al., 2007;
PIPERIDIS et al., 2008; PINTO et al., 2010).

Apesar da contribuicdo indiscutivel desses estudos, 0 mapeamento de QTLs utilizando
mapas de ligacdo possui importantes limitagdes como: 1) necessidade de obtencdo de populactes
segregantes a partir de cruzamentos planejados, o que demanda tempo e recursos; 2) baixa
precisdo na localizacdo dos QTLs devido ao limitado nimero de recombinagdes desde a geracao
de parental, fazendo com que marcadores localizados a distancias relativamente grandes do QTL
mostrem associagOes significativas; 3) amostragem parcial dos alelos envolvidos no controle do
carater, ou seja, a quantidade de variacdo genética segregando na populacdo de mapeamento €
limitada. Além disso, geralmente sdo usados apenas dois parentais para a obtencéo da populacéo
de mapeamento e, nem sempre, estes gendtipos sdo representativos do germoplasma efetivamente
usado no melhoramento; 4) baixa sensibilidade na detecgdo de QTLs com efeitos pequenos sobre

a variacdo quantitativa.

No contexto especifico do mapeamento de QTLs em cana via analise de ligacdo, a
identificacdo de associacdes significativas tem sido limitada também por razdes como a baixa
saturacdo dos mapas; dificuldade na obtencdo de linhagens endogamicas, o que restringe ou
impede a aplicagdo de abordagens estatisticas mais robustas e precisas; elevados niveis de
poliploidia e heterozigosidade, que juntos tornam complexos os padrGes de segregacdo, nao
permitindo que se conhega o numero de alelos segregando em cada loco e impossibilitando a
determinacdo das fases de ligacdo entre o marcador e 0 QTL. Além disso, ha necessidade de
métodos estatisticos mais especificos capazes de extrair o maximo de informacéo dos estudos de
QTL em polipl6ides complexos como a cana (LAKSHMANAN et al., 2005).

Estas limitagcbes e dificuldades motivaram o interesse no uso de uma abordagem
alternativa para o mapeamento de QTLs em plantas, conhecida como mapeamento por associagéo

ou mapeamento por desequilibrio de ligacao.
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1.5.2 Mapeamento por associa¢ao

Os termos Mapeamento por Associacdo e Mapeamento por Desequilibrio de Ligacdo sdo
usados na literatura como sindnimos. Além destes, outros termos podem ser encontrados como

Genética Associativa e Estudos de Associacdo Genética.

O mapeamento por associagdo emergiu recentemente como um método promissor para a
deteccdo de QTLs em plantas (REMINGTON et al., 2001; GUPTA et al., 2005; MACKAY;
POWELL, 2006). Através desta metodologia, genes envolvidos na variacdo de caracteristicas
fenotipicas podem ser identificados se associacBes estatisticas significativas entre elas e 0s
polimorfismos nos marcadores moleculares puderem ser detectadas. O fenébmeno responsavel
por essas associacdes € denominado desequilibrio de ligacdo ou desequilibrio de fase gamética, o
qual se refere a associacdo ndo casual entre alelos em diferentes locos, ou seja, quando
determinado alelo num loco esta associado a outro alelo em um segundo loco numa frequéncia
maior do que a esperada caso estes alelos se combinassem de forma independente. O
desequilibrio de ligacdo esta por tras de todas as formas de mapeamento de QTLs. Contudo, no
mapeamento via analise de ligacdo, o desequilibrio decorre exclusivamente de associacfes
fisicas, detectadas através de populacdes estruturadas, resultantes de cruzamentos planejados. No
contexto do mapeamento por associacdo o desequilibrio de ligacdo pode ser derivado de
associacOes fisicas ou de outros fatores presentes na populacdo onde os individuos sdo, a
principio, ndo relacionados (NORDBORG; TAVARE, 2002).

Estatisticamente, o desequilibrio de ligacdo é medido por meio do desvio entre as
frequiéncias observadas para determinadas combinagfes de alelos e suas frequéncias esperadas,
assumindo que ha independéncia total na segregacdo destes alelos. Desta forma, desvios
diferentes do valor zero sugerem uma situacdo de desequilibrio, ou seja, ndo ha independéncia
entre os alelos. As duas medidas estatisticas mais comuns do desequilibrio e que refletem
diferentes aspectos relacionados a ele sdo D" e r2. A medida D’ reflete o historico de
recombinacdo da espécie e €, portanto, muito util para estimar diferencas de recombinacdo entre
locos. No entanto, estimativas de D" podem ser fortemente superestimadas em amostras
pequenas. Ja a medida 2 resume os eventos de recombinacdo e mutacdo e também da um
indicativo de como marcadores podem estar correlacionados com os QTLs. Por esta razdo, r?

tem sido a medida preferida nos estudos de associacéo.
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Comparado ao mapeamento via anélise de ligacdo, o mapeamento por associacdo
apresenta as seguintes vantagens: 1) grande flexibilidade na escolha da populacdo de
mapeamento que pode ser constituida por qualquer colecdo de genoOtipos, ou seja, podem ser
utilizadas populacbes derivadas de cruzamentos, colecdes de bancos de germoplasma ou de
melhoramento, linhagens em desenvolvimento e populagfes naturais; 2) por ndo depender de
cruzamentos biparentais, esta abordagem aproveita todo o histérico de recombinac¢des ocorridas
ao longo de varias geracfes de cruzamentos, aumentando o poder na deteccdo de associacdes
(RAFALSKI, 2002); 3) as estimativas dos efeitos dos QTLs sdo mais realistas uma vez que eles
sdo avaliados num conjunto de gendtipos relevantes para 0 melhoramento (MALOSETTI et al.,
2007). Uma desvantagem freqlientemente citada para esta abordagem € a necessidade de uma
alta saturacdo de marcadores no genoma da espécie em estudo. No entanto, essa justificativa s é
valida para espécies cujo desequilibrio de ligacao se estende por regides muito curtas no genoma.
Outra desvantagem ou dificuldade potencial esta relacionada aos modelos estatisticos usados para
as analises de associa¢do. Uma vez que num estudo de mapeamento por associa¢do uma grande
quantidade de dados moleculares e fenotipicos estd geralmente disponivel, faz-se necessaria a
adocdo de métodos robustos, capazes de lidar ndo s6 com o volume de informacgdes, mas que

sejam capazes, principalmente, de extrair as informacdes de natureza genética neles contidas.

O mapeamento por associacdo foi originalmente desenvolvido para mapear genes
relacionados a doengas em humanos (KEREM et al., 1989). Em plantas, os estudos iniciais
foram realizados em espécies modelo como milho (REMINGTON et al., 2001; THORNSBERRY
et al., 2001; WHITT et al., 2002) e Arabidopsis thaliana (NORDBORG, 2000; NORDBORG et
al., 2002). No entanto, houve uma resisténcia inicial a sua adocdo em plantas devido a falta geral
de conhecimentos basicos sobre os niveis de desequilibrio de ligacdo nas especies vegetais e aos
efeitos gerados pela existéncia de estruturacdo dentro das populagbes (FLINT-GARCIA;
THORNSBERRY; CUCKLER, 2003). Nos ultimos anos, porém, foram desenvolvidos diversos
métodos estatisticos que tém facilitado sua aplicacdo e, como consequéncia, diversos estudos
nesta area tém sido publicados (WILSON et al., 2004; SCHNELL et al., 2005; BRESEGHELLO;
SORRELS, 2006; TOMMASINI et al., 2007; AGRAMA; EISENGA; YAN, 2007; JUN et al.,
2008).
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A caracterizacdo do desequilibrio de ligacdo dentro e entre populacfes, assim como em
diferentes regides do genoma é crucial para 0 mapeamento por associagdo. A distancia ao longo
da qual o desequilibrio se estende no genoma ird influenciar o nimero e a densidade de
marcadores e aspectos do desenho experimental adotado nos estudos. Além disso, diversos
fatores podem explicar a existéncia de desequilibrio e, portanto, as associa¢des entre 0 marcador
e o carater de interesse. Entre estes fatores estdo ligacao fisica entre os alelos, mistura resultante
de migracdo ou introducdo de novos gendtipos, mutacdo, selecdo natural e artificial, sistema
reprodutivo, efeito fundador e deriva genética (RAFALSKI; MORGANTE, 2004; ORAGUZIE et
al., 2007).

No contexto do mapeamento por associacdo aplicado ao melhoramento o que se busca é
detectar associacOes decorrentes de ligacao fisica entre o marcador e o carater, uma vez que estas
sdo as associagdes realmente Uteis ao melhoramento. Portanto, o sucesso na aplicacdo desta
abordagem depende em grande parte da capacidade de separar o desequilibrio decorrente de
ligacdo daquele devido aos outros fatores (MALOSETTI et al., 2007). Estes fatores podem se
manifestar através de estruturacdo na populacdo, ou seja, pela presenca de grupos dentro da
populacdo. A estruturacdo € um fendmeno bastante comum e pode resultar em falsas associagdes
entre o marcador e o gene que afeta o carater, devendo, portanto, ser avaliada e incorporada como
um fator de correcdo na analise de associacdo. O complicador é que ela se manisfesta em
diversos niveis, 0s quais nem sempre sao evidentes ou simples de identificar. Um desses niveis é
consequéncia da distribuicdo desigual dos alelos na populacdo e é decorrente das relacdes de
parentesco entre os individuos, misturas, sistema de acasalamento ou deriva. Em outras situac6es
ela € o resultado da selecdo, natural ou artificial, praticada durante a evolucdo, domesticacédo e
melhoramento da especie. Na pratica, a estruturacdo numa populacdo é resultado de uma

combinacéo de varios desses fendmenos, tornando complexo o seu entendimento.

Os niveis de estruturacdo na populacdo podem ser estimados através do uso de
marcadores independentes cobrindo todo o genoma (PRITCHARD; ROSENBERG, 1999;
PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY, 2000b; BRADBURY et al., 2007). Entre o0s
principais métodos disponiveis para sua avaliagdo estdo analises baseadas em modelo de genética

de populagdes (PRITCHARD et al., 2000a), analise de componentes principais (PRICE et al.,
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2006; ZHAO et al., 2007, KANG et al., 2010) e andlise de coancestralidade (HARDY;
VEKEMANS, 2002).

A andlise implementada no programa STRUCTURE (PRITCHARD; STEPHENS;
DONNELLY, 2000b; FALUSH; STEPHENS; PRITCHARD, 2003, 2007; HUBISZ et al., 2009)
tem sido uma das mais utilizadas para a determinacdo da presenca de subgrupos. O programa
utiliza um método de agrupamento baseado em estatistica Bayesiana para inferir o nimero de
subgrupos presentes na amostra experimental. Para tanto, 0 método exige o uso de marcadores
ndo ligados ou fracamente ligados. Segundo Falush, Stephens e Pritchard (2003), marcadores
com forte ligacdo poderiam fazer com que o programa superestime o niumero de subgrupos, mas
o0s autores ndo definiram um nivel para tal. De forma resumida, o programa busca um modelo em
que existem K sub-populac¢des ou subgrupos (K é desconhecido a priori), onde cada uma delas é
caracterizada por freqiiéncias alélicas especificas em equilibrio de ligacdo e de Hardy-Weinberg.
Uma vez atingidas essas condicdes, sdo estimadas freguiéncias alélicas e a ancestralidade, ou seja,
a proporcao do genoma de cada individuo que teve, eventualmente, origem numa das outras sub-
populacdes (HUBISZ et al., 2009).

Com relacdo a estruturacdo devido as relagdes de parentesco, os métodos se baseiam
essencialmente no célculo de indices de coancestralidade, que refletem o grau de covariancia
genetica entre os individuos. O coeficiente de coancestralidade (Fij) entre dois individuosie j é
definido como a probabilidade de dois genes homologos, tomados aos acaso, serem idénticos por
descendéncia (IBD). Coeficientes de coancestralidade podem ser calculados a partir dos registros
de pedigree ou a partir dos marcadores genotipados na populagdo. No entanto, tem sido sugerido
que a segunda abordagem seria mais eficaz em explicar eventuais desvios de contribuicdo dos
parentais para a progénie, decorrentes de selecdo e deriva (BERNARDO; MURIGNEUX;
KARAMAN, 1996; YU et al., 2006). Alguns autores tém chamado a atencéo para o fato de que
estas estimativas dos coeficientes de coancestralidade s&o obtidas a partir de pressuposicGes
arbitrarias e, em alguns casos, ndo realistas no contexto do mapeamento por associa¢do (ZHAO
et al., 2007; STICH et al., 2008; ZHANG et al., 2009; KANG et al., 2010). Por exemplo, a
definicdo de como os individuos estéo relacionados uns aos outros em termos de suas genealogias
nem sempre ¢ uma tarefa simples e a propria definicdo do termo “relacionado” ¢ arbitraria.

Alternativamente, tem sido sugerido o uso de coeficientes baseados na proporcdo de alelos
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compartilhados (ZHAO et al., 2007; KANG et al., 2008), Alelos Idénticos por Estado (IBS)
(KANG et al., 2010) ou até mesmo coeficientes baseados em indices de similaridade genética

como Jaccard, Dice, Gower, entre outros (BUIL et al., 2009).
1.5.3 Estudos de desequilibrio de ligacdo e Mapeamento por associagdo em cana

Em cana-de-acUcar, h4 evidéncias de que o desequilibrio de ligagdo estd presente de
forma extensiva no genoma desta espécie, o que € explicado por sua historia de melhoramento,
derivada de um numero limitado de genoétipos e geracdes, combinado com forte efeito fundador.
Num estudo envolvendo 59 cultivares representando os clones comerciais mais importantes nas
ilhas Mauricius e algumas cultivares tradicionais envolvidas em suas genealogias, Jannoo et al.
(1999a) investigaram os niveis de desequilibrio com o objetivo de verificar se haplotipos
estabelecidos no inicio do melhoramento das variedades modernas de cana ainda poderiam ser
detectados atualmente. Para tanto, eles utilizaram como referéncia um mapa genético da cultivar
‘R570° (GRIVET et al.,, 1996). Os autores observaram que a maioria das associagOes
significativas encontrava-se a distancia de até 10 cM e envolvia marcadores presentes numa
freqiéncia de 30 a 40 % nas variedades analisadas. Segundo estes autores o nivel de
desequilibrio detectado seria uma indicacdo do tamanho aproximado dos blocos cromossémicos
herdados pelas variedades modernas a partir dos genétipos utilizados no inicio do melhoramento.
Raboin et al. (2008) realizaram um segundo estudo com o objetivo de estabelecer um meio
pratico para uso do desequilibrio na identificacdo de alelos importantes para o melhoramento.
Neste estudo foi utilizado como referéncia um mapa genético mais saturado da cultivar ‘R570’
(HOARAU et al., 2001; RABOIN et al., 2006). Esses autores detectaram niveis significativos de
desequilibrio em distancias de até 40 cM, embora a maior parte tenha se concentrado nos
primeiros 30 cM, sendo que 0s niveis mais expressivos de desequilibrio foram observados nos

primeiros 5 cM, com queda progressiva a partir desta distancia.

Os resultados desses dois estudos ressaltam o valor pratico do uso desequilibrio de ligagdo
ndo apenas no mapeamento de QTLs, mas também para entender melhor o processo de formacéo
do genoma das variedades modernas de cana. Além disso, pelo menos do ponto de vista dos
niveis de desequilibrio observados, seria possivel identificar marcas associadas a caracteres
importantes em cana, mesmo em situacdes de baixa cobertura do genoma. Considerando por

exemplo o nivel de 5 cM, o nimero minimo de marcadores necessarios para atingir a densidade
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de uma ou duas marcas estaria entre 300 e 600, assumindo o tamanho do genoma haploide de
cana em 1.500 cM (RABOIN et al., 2008).

Seguindo essa possibilidade, Wei et al. (2006) realizaram um estudo numa colecédo de 154
variedades, buscando identificar associacdes entre marcadores moleculares (1.068 marcadores
AFLP e 141 SSR) e resisténcia aos patdgenos Pachymetra chaunorhiza, Xanthomonas
albilineans, Fiji disease virus e Ustilago scitaminea. Os autores realizaram anélise de marcas
simples como uma evidéncia inicial de associacdo e, em seguida, analise de regressdo simples,
onde também foi avaliada a contribuicdo dos efeitos de estrutura da populacdo. As marcas
significativamente associadas resultantes das andlises preliminares foram, entdo, usadas numa
analise de regressao multipla. Mesmo néo tendo sido possivel determinar com precisdo o0 nimero
exato de subgrupos na populacdo, por meio desta estratégia foram identificadas onze marcas
associadas com a resisténcia a Ustilago scitaminea, quatro para Pachymetra chaunorhiza,

Xanthomonas albilineans e Fiji disease virus.

Butterfield (2007) realizou um estudo para identificar marcadores associados com a
resisténcia ao fungo causador do carvdo (Ustilago scitaminea) e a broca do colmo (Eldana
saccharina Walker) (Lepidoptera: Pyralidae), uma das pragas mais destrutivas da cana-de-agucar
na Africa do Sul. Para tanto, o autor utilizou 77 genétipos de cana-de-aglicar que foram
genotipados com 275 marcadores RFLP e 1.056 marcadores AFLP. A anélise de regressdo dos
dados fenotipicos revelou 64 marcadores significativamente associados a resisténcia ao carvao e
115 a broca do colmo. Utilizando o método de regressdo stepwise, Buttefield foi capaz de
identificar modelos, contendo os seis marcadores com maior efeito sobre a variacdo para as
caracteristicas estudadas, que explicaram 54% da variacdo para a resisténcia ao carvédo e 62% da
resisténcia a broca. Além de definir um modelo de associacdo Util para a identificacdo de
marcadores associados com a resisténcia ao carvao e a broca, este estudo teve como objetivos
validar a estratégia de mapeamento baseada no desequilibrio de ligacdo e determinar se 0s niveis
de desequilibrio observados seriam Uteis para aplicagdo no contexto do melhoramento molecular;
e desenvolver um mapa de desequilibrio para identificar hapl6tipos contendo marcadores
associados com as caracteristicas estudadas. Um mapa contendo 841 marcadores reunidos em
231 hapldtipos foi obtido, permitindo que o autor pudesse estudar a origem destes hapldtipos

presentes nas cultivares modernas, a partir de gendtipos parentais ancestrais. As analises de
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desequilibrio mostraram que 58% dos haplétipos identificados se estendiam por distancias
maiores que 10 cM, confirmando o potencial de uso do desequilibrio como uma ferramenta (til
para 0 melhoramento de cana. Além disso, foram identificados haplotipos significativamente
associados com a resisténcia ou suscetibilidade (Ustilago scitaminea) e a broca do colmo (Eldana

saccharina Walker).

Num estudo mais amplo, Wei et al. (2010) utilizaram um modelo de efeitos mistos para
avaliar simultaneamente os efeitos de estruturacdo na populagdo decorrente das relagcdes de
parentesco, interacdo genotipo por ambientes e variagdes espaciais associadas aos experimentos.
Cerca de 480 genotipos foram avaliados em trés locais para os caracteres tonelada de cana por
hectare e contetdo de agucar. Foram utilizados 1.531 marcadores DArT classificados como
discretos, isto é, genotipados como presenca e auséncia e 15.360 marcadores DArT denominados
continuos, isto €, relacionados ao numero de copias de cada alelo por genétipo. Para cada local
ficou evidenciado que quando um ou mais dos efeitos anteriores ndo foi contemplado no modelo,
0 numero de marcas associadas aumentava. Os autores observaram também que a variagdo
espacial dentro dos experimentos teve um impacto bem menor do que a interagdo gendtipo por
ambientes e que a estrutura da populacdo (avaliada a partir das informacdes de pedigree) foi o
fator com efeitos mais pronunciados nas associa¢des. Usando o modelo que contemplava todos
os efeitos foi possivel detectar varias marcas associadas com os dois caracteres estudados. Neste
estudo a avaliacdo da estrutura do desequilibrio de ligacdo no genoma de cana utilizou como
referéncia 0 mapa de ligacdo derivado do cruzamento °‘1J76-514° x ‘Q165° (AITKEN;
JACKSON; McINTYRE, 2005)

Portanto, estes trabalhos sugerem que esta € uma abordagem promissora para a
identificacdo de marcadores associados a caracteres de importancia agronémica em cana-de-
acucar e que, nesse sentido, sua aplicacdo poderia contribuir de forma consideravel para os

programas de melhoramento.
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1.6 Modelos mistos em estudos de associacao

Modelos mistos sdo modelos estatisticos que incorporam ao mesmo tempo efeitos fixos e
aleatorios. Sua funcdo primaria é descrever as relacdes entre uma variavel de resposta (fen6tipo)
e algumas covariaveis nos dados, as quais foram medidas ou observadas junto com a variavel de
resposta. A crescente popularidade desses modelos é explicada pela grande flexibilidade
oferecida na modelagem de correlacGes intra-grupo presente nos dados e na manipulagéo de
dados balanceados (PINHEIRO; BATES, 2000). Em funcdo destas caracteristicas, os modelos
mistos proporcionam uma excelente estratégia para detectar associacfes entre marcadores e
caracteres fenotipicos, uma vez que eles podem lidar de forma adequada com os varios niveis de
estruturacdo numa populacdo, diminuindo os erros tipo | e tipo Il. De acordo com Henderson

(1975), a equagdo do modelo misto tem a seguinte expressao geral:

y=XB+Zu+e

onde y é o vetor de observacdes fenotipicas (variavel de resposta); € um vetor de efeitos fixos; u
é um vetor de efeitos aleatorios ndo observados, e é o vetor aleatorio de efeitos residuais; X e Z
sdo matrizes de incidéncia, relacionando y a f e u, respectivamente. E assumido que os vetores
aleatorios u e e sdao normalmente distribuidos com média zero e matrizes de variancia-covariancia
G e R, respectivamente. Diferentes estruturas para estas matrizes de variancia-covariancia séo

possiveis.

Ha na literatura diversas versdes do modelo béasico adaptados para o contexto do
mapeamento por associacdo (YU et al., 2006; CROSSA et al., 2007; MALOSETTI et al., 2007,
AULCHENKO; KONING; HALEY, 2007; STICH et al., 2008). O método mais popular foi
proposto por Yu et al. (2006), o qual foi implementado no programa TASSEL (BRADBURY et
al., 2007). Basicamente, o programa visa corrigir num Unico modelo os efeitos do desequilibrio
de ligacdo causados pela presenca de estruturacdo na populacdo ou decorrentes de efeitos de
parentesco entre os individuos, uma vez que estas tém sido apontadas como as duas principais

causas de falsas associacOes. Através do uso de um grande nimero de marcadores independentes
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e distribuidos aleatoriamente no genoma sdo obtidas previamente as matrizes Q, com os efeitos
de estrutura da populacdo, e K, expressando as relagdes de parentesco dos gendtipos. Tais efeitos
sdo incluidos como covariaveis para ajustar um modelo de associacdo que explique eventuais
correlagdes entre os marcadores e 0s caracteres fenotipicos. Uma vantagem é a possibilidade de
usar matrizes Q e K obtidas através de diferentes métodos. Diversos estudos publicados nos
ultimos anos tém comprovado a eficicia desta abordagem na identificacdo de associagdes
(ROSTOKS et al., 2006; AGRAMA; EIZENGA; YAN, 2007; TOMMASINI et al., 2007; ZHAO
etal., 2007; REIMER et al., 2008; ABDURAKHMONOV et al., 2009; YAO et al., 2009).

Portanto, considerando que os estudos de desequilibrio de ligacdo realizados em cana-de-
acucar até o momento foram realizados tendo como referéncia, basicamente as populacdes de
mapeamento derivadas das cultivares ‘R570° e ‘Q165°, e, tendo em vista o portencial de
aplicacdo da abordagem de mapeamento por associagdo na deteccdo de regibes no genoma
associados com caracteres quantitativos, os objetivos deste trabalho foram: 1) avaliar os niveis e
extensdo do desequilibrio de ligacdo no genoma da cana-de-acucar, utilizando como referéncia
um mapa de ligacdo construido a partir de cultivares brasileiras; e, 2) identificar associacGes entre
marcadores moleculares SSR e AFLP com caracteres agrondmicos em cana-de-acucar, aplicando

0 conceito de mapeamento por associacdo através da abordagem de modelos lineares mistos.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material vegetal

Os 103 gendtipos que constituem a populacdo (painel de diversidade) deste estudo foram
selecionados no banco de germoplasma do Centro de Cana do Instituto Agrondmico de Campinas
(IAC). A selecédo foi feita de modo que a populagdo fosse composta por cultivares comerciais
recentes e tradicionais e clones em avaliacdo. Foi utilizado também como critério de selecéo a
importancia de alguns genotipos como genitores nos cruzamentos realizados pelo programa de
melhoramento do IAC. Além disso, o contraste para as caracteristicas fenotipicas de interesse
também foi considerado. Trés genoétipos selvagens, ‘Badilla de Java’ (Saccharum officinarum),
‘SES 205A’ (Saccharum spontaneum) e ‘Chunnee’ (Saccharum barberi) também foram
selecionados para inclusdo nas andlises de diversidade. InformacGes sobre os 103 gendtipos

selecionados podem ser encontradas na Tabela 1.
2.2 Caracteres fenotipicos

Dados de avaliacGes fenotipicas para os 103 genoétipos foram obtidos no banco de dados
Caiana do Centro de Cana do IAC. Estes dados sé&o oriundos de diversos experimentos
conduzidos em quatro regides: Ribeirdo Preto, Jau e Piracicaba em Sdo Paulo e Goianésia em
Goias no periodo entre 1990 e 2009. Todos os experimentos consistiram de delineamento em
Blocos ao Acaso com trés repeticbes. Os caracteres avaliados foram: Altura, Diametro e Ndmero
de Colmos; Percentual de Fibra na Cana (Fibra % Cana); Porcentagem em massa de sacarose (Pol
% cana) e Tonelada de Cana por Hectare (TCH). O nimero de anos em que cada gendtipo foi
avaliado variou, uma vez que a cada ano novas variedades ou clones eram incluidos enquanto
outros eram excluidos do sistema de avaliacdo. Da mesma forma, nem todos os gendtipos foram
avaliados em todas as regides. O numero de experimentos também variou de regido para regido.
A Tabela 2 fornece uma caracterizacdo geral das médias dos dados fenotipicos para as cultivares

em todos os experimentos analisados.
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Tabela 1 - Gen6tipos de cana-de-acgUcar selecionados para compor a populagdo de mapeamento por associagdo, com

Sseus respectivos parentais

(continua)
Genotipo Parentais Genotipo Parentais
CTC1 LCP8110 ? IACSP95-3028 SP84-2189 RB85-5156
CTC2 SP82-1176 ? IACSP95-5000 SP84-2066 SP80-185
CTC3 SP76-52 ? IACSP96-2019 SP81-3251 SP84-1192
CTC7 RTT86-18 ? IACSP96-2022 SP84-5019 IAC82-3092
CTC8 SP81-3493 ? IACSP96-2037 SP80-3390 SP83-1483
CTC11 SP84-3478 ? IACSP96-2041 SP80-1842 IAC87-3396
CTC12 SP80-1842 SP81-1747 IACSP96-2042 SP81-5193 SP77-5181
IAC48-65 CP27108 ? IACSP96-2086 SP84-1192 SP83-1483
IAC64-257 Co419 IAC49-131 IACSP96-2100 F175 IAC87-3396
IAC82-2045 IAC65-113 IAC52-150 IACSP96-3057 SP82-6108 ?
IAC82-3092 CB4176 IAC68-12 IACSP96-7586 SP84-7017 ?
IAC83-4157 IAC68-12 SP70-1143 IACSP97-2000 SP80-185 SP82-3530
IAC86-2210  CP5248 Co798 IACSP97-2025 CTC90222 SP84-2268
IAC86-2480  US71399 ? IACSP97-2053 SP84-2066 IAC86-3154
IAC87-3396  Co0740 SP70-1143 IACSP97-2055 SP84-2066 IAC86-3154
IAC91-1099 RB78-5148 ? IACSP97-2109 SP80-185 SP82-3530
IAC91-2195 RB78-5148 ? IACSP97-3354 SP80-185 SP82-3530
IAC91-2205  RB85-5035 ? IACSP97-3402 SP84-2066 IAC86-3154
IAC91-2218  RB85-5035 ? IACSP97-3406 SP84-2066 IAC86-3154
IAC91-3093  SP80-1520 ? IACSP97-6682 SP84-2066 SP84-7017
IAC91-4168  SP81-3137 ? IACSP97-7065 SP84-2066 IAC86-3154
IAC91-5155  SP80-3212 ? IACSP97-7077 SP80-1816 IAC86-2210
IACSP93-1042 SP80-5483 ? IACSP98-2071 IAC91-3093  CTC88-13
IACSP93-2060 RB76-5418 ? IACSP99-2033 SP81-5450 SP88-720
IACSP93-3046 SP79-1011 ? IACSP99-2058 SP80-3280 ?
IACSP93-3050 SP79-1011 ? NA56-79 Co419 Co419
IACSP93-6006 SP79-1011 ? P0OJ2878 P0OJ2364 EK28
IACSP94-2094 SP84-7017 ? RB72-454 CP5376 ?
IACSP94-2101 SP77-5181 RB78-5148 RB83-5054 RB72-454 NA56-79
IACSP94-2180 SP84-2029 SP77-5181 RB83-5486 L6014 ?
IACSP94-4002 SP82-6108 SP77-5181 RB84-5210 RB72-454 SP70-1143
IACSP94-4004 SP82-6108 SP77-5181 RB84-5257 RB72-454 SP70-1143
IACSP95-2048 SP82-6108 SP80-3280 RB85-5035 L6014 SP70-1284
IACSP95-2078 SP80-185 ? RB85-5113 SP70-1143 RB72-454
IACSP95-2213 SP80-1079 SP80-3390 RB85-5156 RB72-454 TUC717
IACSP95-2289 SP80-3280 RB83-5486 RB85-5453 TUC717 ?
IACSP95-3018 SP84-2189 SP80-1842 RB85-5536 SP70-1143 RB72-454
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Tabela 1 - Gendtipos de cana-de-aglcar selecionados para compor a populagdo de mapeamento por associagao, com
seus respectivos parentais

(conclusdo)

Genotipo Parentais Genotipo Parentais
RB86-7515 RB72-454 ? SP83-2847 HJ5741 SP70-1143
RB92-5211 RB85-5206 ? SP84-1201 C062175 ?
RB92-5268 RB85-5511 ? SP84-2025 C01007 SP71-6180
RB92-5345 H59-1966 ? SP85-3877 H65606 ?
RB92-579 nd nd SP85-5077 H393633 SP72-1861
RB92-8064 SP70-1143 ? SP86-155 SP78-3081 ?
RB93-5744 RB83-5089 RB76-5418 SP86-42 SP70-1143 ?
SP70-1143 IAC48-65 ? SP87-344 CO740 SP70-1143
SP71-1406 NA56-79 ? SP87-365 SP77-3067 ?
SP79-1011 NA56-79 CO775 SP89-1115 CP731547 ?
SP79-2233 H562954 ? SP90-1638 SP78-4601 ?
SP80-1816 SP71-1088 H575028 SP90-3414 SP80-1079 SP82-3544
SP80-1842 SP71-1088 H575028 SP91-1049 SP80-3328 SP81-3250
SP80-3280 SP71-1088 H575028 SP91-3011 RB84-5257 ?
SP81-3250 CP701547 SP71-1279

Notas:

nd : Informag&o néo disponivel
? . Parental derivado de policruzamento
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Tabela 2 - Valores médios dos caracteres fenotipicos nas quatro regiGes onde as variedades foram avaliadas. Cada
valor representa a média de todos os experimentos conduzidos em cada regido

(continua)
" Caracteristica
Genotipo — -
Altura (cm) Didmetro (cm) N° Colmos  Fibra (%) Pol % Cana TCH

Minimo 88,00 1,13 3,68 4,51 6,57 17,46
Média 267,17 2,60 12,30 12,10 14,81 96,13
Maximo 494,00 6,40 33,83 19,67 21,28 244,80
CTC1 271,55 2,99 12,36 11,40 14,36 101,08
CTC2 302,71 2,68 15,67 12,06 15,77 118,64
CTC3 280,84 3,00 15,06 11,25 15,55 131,74
CTC7 284,89 2,79 13,24 11,22 13,98 125,66
CTC8 309,83 2,71 14,87 12,67 15,37 123,22
CTC11 251,67 2,55 22,37 10,46 15,64 160,98
CTC12 248,35 2,64 14,86 13,10 14,32 106,95
IAC48-65 208,75 2,30 21,71 12,11 17,02 95,86
IAC64-257 257,71 3,18 13,11 11,65 14,13 96,24
IAC82-2045 239,06 2,72 11,98 11,57 13,87 92,72
IAC82-3092 281,24 2,51 10,97 11,15 13,80 96,10
IAC83-4157 241,92 2,71 11,71 10,54 14,83 89,93
IAC86-2210 243,03 2,44 11,68 11,98 14,75 85,55
IAC86-2480 226,08 2,59 12,47 11,68 15,09 89,51
IAC87-3396 288,22 2,63 11,74 12,92 15,65 102,55
IAC91-1099 259,99 4,18 14,31 11,90 15,19 118,06
IAC91-2195 249,90 2,42 14,25 11,19 14,58 96,71
IAC91-2205 263,36 2,59 12,70 11,36 15,27 103,2
IAC91-2218 230,84 2,31 16,12 12,11 15,39 91,94
IAC91-3093 198,25 2,26 10,85 13,35 12,94 60,24
IAC91-4168 252,20 2,24 14,67 13,26 14,38 97,47
IAC91-5155 282,43 2,38 14,18 11,60 15,00 94,28
IACSP93-1042 244,78 2,66 11,46 11,70 15,09 89,78
IACSP93-2060 238,85 2,43 13,85 11,42 14,60 89,92
IACSP93-3046 266,93 3,38 13,92 11,56 15,47 121,31
IACSP93-3050 245,60 2,53 13,46 11,36 14,23 105,27
IACSP93-6006 256,65 2,69 12,95 10,89 13,93 102,73
IACSP94-2094 262,71 2,30 15,53 12,08 15,23 106,55
IACSP94-2101 228,49 2,76 13,87 11,55 15,44 112,13
IACSP94-2180 219,09 2,39 12,08 11,80 15,52 66,06
IACSP94-4002 246,90 2,69 11,78 10,94 15,04 91,62
IACSP94-4004 266,98 2,88 13,75 10,82 14,97 129,18
IACSP95-2048 222,13 2,57 10,99 12,09 14,94 76,89

IACSP95-2078 225,84 2,42 14,01 11,68 15,23 87,71
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Tabela 2 - Valores médios dos caracteres fenotipicos nas quatro regides onde as variedades foram avaliadas. Cada
valor representa a média de todos os experimentos conduzidos em cada regido

(continuacdo)

Caracteristica

Genotipo — -
Altura (cm) Diametro (cm) N°Colmos  Fibra (%)  Pol % Cana TCH

IACSP95-2213 246,64 2,39 13,48 12,10 15,16 93,35
IACSP95-2289 272,30 3,03 12,30 12,45 14,84 92,18
IACSP95-3018 233,82 2,59 12,56 11,69 16,39 86,87
IACSP95-3028 248,58 2,59 12,51 11,86 15,74 89,18
IACSP95-5000 278,43 2,95 13,02 11,46 15,64 115,41
IACSP96-2019 245,23 2,635 11,47 13,10 13,60 98,88
IACSP96-2022 257,94 2,71 11,37 11,32 13,67 86,17
IACSP96-2037 247,89 2,75 11,24 11,10 15,01 89,12
IACSP96-2041 242,25 2,56 11,72 11,97 15,49 85,01
IACSP96-2042 255,09 2,72 13,78 10,77 15,17 108,13
IACSP96-2086 258,19 2,83 9,40 11,23 13,97 68,12
IACSP96-2100 283,85 2,91 11,47 12,41 12,93 100,34
IACSP96-3057 231,80 2,44 11,39 12,98 14,77 71,56
IACSP96-7586 263,59 2,67 12,21 11,90 14,60 94,61
IACSP97-2000 258,58 2,43 13,96 12,44 14,48 95,49
IACSP97-2025 266,25 3,04 15,11 11,95 15,11 117,97
IACSP97-2053 255,41 3,01 12,22 10,97 13,69 109,38
IACSP97-2055 261,11 2,80 14,35 11,26 14,09 107,68
IACSP97-2109 275,85 2,93 11,31 12,07 13,48 100,94
IACSP97-3354 248,75 2,50 16,50 11,89 13,74 162,21
IACSP97-3402 277,62 2,61 13,00 11,45 12,82 114,09
IACSP97-3406 252,62 3,16 10,73 11,17 13,47 103,52
IACSP97-6682 231,06 2,70 13,42 11,58 15,62 97,92
IACSP97-7065 257,87 2,86 12,12 11,12 13,92 101,38
IACSP97-7077 261,63 2,56 11,80 11,76 14,16 90,92
IACSP98-2071 282,50 2,94 11,85 13,16 15,95 100,73
IACSP99-2033 288,75 2,55 11,70 13,12 16,83 115,18
IACSP99-2058 377,50 2,79 13,91 13,10 14,68 120,52
NA5679 207,25 2,52 19,46 11,15 15,93 122,31
P0OJ2878 191,00 2,62 16,33 12,00 15,78 84,29
RB72-454 266,36 2,70 11,77 11,57 15,25 99,06
RB83-5054 272,89 2,62 12,34 11,33 13,43 82,38
RB83-5486 261,24 2,60 11,23 11,96 14,57 88,56
RB84-5210 269,20 2,55 14,34 11,96 15,14 106,68
RB84-5257 267,55 2,28 13,46 13,37 16,30 94,49

RB85-5035 301,48 2,50 10,77 12,24 12,52 88,34
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Tabela 2 - Valores médios dos caracteres fenotipicos nas quatro regiGes onde as variedades foram avaliadas. Cada
valor representa a média de todos os experimentos conduzidos em cada regido

(conclusdo)

Caracteristica

Genotipo — -
Altura (cm) Diametro (cm)  N° Colmos Fibra (%) Pol % Cana TCH

RB85-5113 267,32 2,53 11,96 12,91 16,96 97,80
RB85-5156 255,69 2,66 13,69 10,84 14,53 106,41
RB85-5453 244,89 2,92 11,74 11,41 13,60 101,76
RB85-5536 296,73 2,67 12,65 12,74 16,02 107,37
RB86-7515 295,29 3,04 11,20 12,22 14,84 111,02
RB92-5211 273,82 2,73 13,25 11,20 13,70 106,46
RB92-5268 284,70 2,75 14,40 11,79 16,23 117,06
RB92-5345 295,65 2,69 12,65 12,31 13,66 106,87
RB92-579 300,53 2,82 12,68 11,34 15,15 119,00
RB92-8064 303,33 2,65 14,11 11,77 15,42 119,70
RB93-5744 323,73 2,89 12,34 11,67 14,96 134,68
SP70-1143 239,22 2,90 16,12 12,61 15,42 90,01
SP71-1406 211,92 2,82 9,61 13,82 14,40 52,08
SP79-1011 237,01 2,34 12,66 12,74 15,41 84,76
SP79-2233 291,67 2,68 14,92 9,84 14,48 149,51
SP80-1816 267,23 2,55 12,67 12,69 16,00 97,65
SP80-1842 280,55 2,44 11,63 12,46 14,61 89,13
SP80-3280 301,13 2,88 12,08 12,25 15,52 114,08
SP81-3250 278,53 2,63 12,67 12,06 14,99 107,78
SP83-2847 301,45 2,85 12,31 12,79 15,64 112,07
SP84-1201 190,00 2,43 22,46 10,56 16,46 128,68
SP84-2025 295,75 2,97 12,68 11,56 14,78 108,67
SP85-3877 242,44 2,72 13,78 10,84 16,43 160,56
SP85-5077 325,25 3,00 13,94 10,47 12,74 117,50
SP86-155 264,24 2,35 15,08 12,05 14,58 103,77
SP86-42 260,19 2,51 13,68 12,41 16,25 94,38
SP87-344 235,08 2,52 11,93 11,61 13,89 91,33
SP87-365 256,24 2,75 15,23 11,92 15,87 114,86
SP89-1115 275,52 3,58 11,24 10,14 13,89 113,73
SP90-1638 210,25 2,47 25,75 11,99 15,88 131,51
SP90-3414 285,10 2,96 17,05 11,64 15,33 155,90
SP91-1049 266,66 2,74 12,06 11,38 13,87 104,74

SP91-3011 238,99 2,32 13,86 11,70 14,30 86,06
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2.3 Extracao de DNA

O DNA total das plantas foi extraido a partir do meristema apical, conforme metodologia
especifica para cana-de-acUcar proposta por Al-Janabi, Forget e Dookun (1999). Trés gramas de
tecido meristematico foram macerados em almofariz contendo 6 mL do tampédo de
homogeneizacdo (200 mM Tris-HCI pH 8,0; 50 mM EDTA pH 8,0; 2,2 M NaCl; 2% CTAB,;
0,06% sulfito de sddio). Em seguida, o extrato foi transferido para tubo de polipropileno de 50
mL tipo Falcon ao qual se adicionou 2 mL de 5 % N-lauril-sarcosina; 2 mL de solucédo 10% PVP;
2 mL de solucdo 20% CTAB pré-aquecida. Os volumes dos tubos foram misturados por inversédo
e incubados a 65°C por 60 min. As amostras foram entéo resfriadas a temperatura ambiente e um
volume igual da solucdo de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) foi adicionado. A
mistura foi agitada manualmente por 2 min e, em seguida, centrifugada a 10.000 g por 10 min. A
fase aquosa foi transferida para outro tubo e volume igual de isopropanol gelado, acrescido de 2
mL de uma solucdo 5 M NaCl. Esta mistura foi incubada a —20°C por algumas horas e, em
seguida, o DNA foi “pescado”, transferido para tubos de microcentrifuga e lavado duas vezes
com 1 mL de etanol a 70%. O pellet foi dissolvido em 500 pL de TE (10 mM Tris; 1 mM
EDTA, pH 8,0) contendo RNAse (50 pg/mL). Os tubos foram incubados a 37°C para
homogeneizacdo completa do DNA e em seguida foram armazenados a —20°C. A qualidade do
DNA total foi verificada em gel de 0,8% agarose e a concentracdo foi estimada em fluordbmetro
DyNA Quant 200 (GE Healthcare BioSciences).

2.4 Dados moleculares
2.4.1 Marcadores SSR

Quarenta e quatro locos microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeat) foram
utilizados na genotipagem da populacdo experimental. O critério de selecdo levou em
consideracdo informacdes da literatura, indicando uma associagcdo dos locos com caracteres
quantitativos ou com base em sua capacidade para a discriminacdo de variedades em estudos de
diversidade. Do total, 31 locos foram selecionados entre os locos gerados pelo Consorcio
Internacional de Biotecnologia de Cana-de-acicar (ICSB) (CORDEIRO et al., 1999;
CORDEIRO; TAYLOR; HENRY, 2000), sendo 20 da série ‘CIR’ e 11 do tipo ‘SMC’. Treze
locos foram obtidos a partir do banco de sequéncias expressas do SUCEST, sendo que quatro
(‘ESTB41’, ‘ESTB65’, ‘ESTB92’ e ‘ESTC44’) foram desenvolvidos por Pinto et al. (2004) e
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Oliveira et al. (2007, 2009) e nove locos (‘CV29’, ‘CV37’, ‘CV38’, ‘CV60’, ‘CV78’, ‘CV79’,
‘CV94’, ‘CV104’ e ‘CV106°’) foram desenvolvidos por Jorddo Jr. (2009). Os locos do ICBS
foram desenvolvidos a partir bibliotecas gendmicas (gSSR), enquanto que os do SUCEST foram

obtidos de bibliotecas de seqiiéncias expressas (EST-SSR).

Na extremidade 5° do iniciador Forward de cada loco foi adicionada uma das seguintes
caudas fluorescentes: HEX (5 GGC TAG GAA AGG TTA GTG GC 3°), NED (5° ACC AAC CTA
GGA AAC ACA G 3°) ou 6-FAM (5° GAC TAT GGG CGT GAG TGC AT 3’), de acordo com
Missiaggia e Grattapaglia (2006). As Tabelas 3 e 4 resumem as principais informacgdes e

caracteristicas dos locos selecionados.

As reagdes de amplificacdo foram realizadas num volume de 15 pl contendo: 20 ng de
DNA, tampéo da enzima Tag DNA polimerase (75 mM Tris-HCI; 20 mM (NH,4),SO,4 pH 8,8;
0,01% (v/v) Tween 20); 1 U de Taq DNA polimerase; 2,0 mM MgCl,; 100 uM de cada dNTP;
0,2 uM de cada iniciador ¢ 0,03 uM de cauda fluorescente. Para evitar amplificagdes
inespecificas, os locos foram amplificados através de PCR touchdown, nas seguintes condices:
um ciclo inicial a 94 °C por 5 min, temperatura de melting do iniciador com decréscimo de 1°C
por ciclo até atingir a temperatura de anelamento especifica de cada iniciador; a partir desse
ponto seguiu-se 30 ciclos a 94 °C por 45 s, temperatura de anelamento do iniciador por 35 s, 72°C
por 45 s; um ciclo de extensdo final de 72 °C por 5 min. As reacGes para cada loco foram
realizadas separadamente e uma aliquota de 1 pL de reacdo para um mesmo gendétipo amplificado
com iniciadores fluorescentes distintos, totalizando 3 pL, foram misturadas a 12 pL de
formamida e 0,5 pL do marcador de peso molecular GeneScan ROX-500 (35-500 pb) (Applied
Biosystems). Essa mistura foi desnaturada a 94°C por 5 minutos e mantida a 4°C. A eletroforese
dos produtos amplificados foi realizada em sequienciador automatico ABI PRISM 310 (Applied
Biosystem). Os eletroferogramas resultantes foram analisados através dos programas GeneScan

3.7 e Genotyper 3.7 (Applied Biosystems) para a identificacdo dos alelos em cada gendtipo.
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Tabela 3 - Relagdo dos locos microssatélite selecionados, indicando o critério de selecdo e os caracteres aos quais se
mostraram associados, seus grupos de homologia e/ou co-segregacdo e 0s respectivos trabalhos de
referéncias usados para a selegdo

(continua)
Loco Critério de selegdo / N o
. . . ] GH/GC Referéncia
Microssatélite Caracteristica associada
CIR1 N°/Altura de colmos / TCH / Pol I1/nl/1V-3  Aitken et al., 2008; Aitken et al., 2005
CIR4 - Vll-1la Rossi et al., 2003
CIRS8 Pol / Brix 1/19,42 Aitken et al., 2006; Aitken et al., 2005
CIR10 Pol Vi Piperidis et al., 2008
CIR14 Pol / Brix v Aitken et al., 2006; Aitken et al., 2005
CIR15 TCH VI/71 Aitken et al., 2008; Aitken et al., 2005
CIR18 Brix VI Piperidis et al., 2008
CIR19 Caracterizagdo de germoplasma - Souza, 2003
CIR21 Pol / Brix VII-8 Piperidis et al., 2008
CIR27 N° e Altura de colmos / TCH IV /47 Aitken et al., 2005, Aitken et al., 2008
CIR34 Pol / Brix V /55, 57 Aitken et al., 2006, Aitken et al., 2005
CIR42 Brix I-4 Piperidis et al., 2008
CIR43 N° colmos / TCH 1 /27 Aitken et al., 2008; Aitken et al., 2005
CIR44 Ligado a0 SMC1825LA 11/35 Aitken et al., 2006; Aitken et al., 2005
CIR51 N° colmos X Jordan et al., 2004; Grivet et al., 1996
CIR56 Caracterizacdo de germoplasma - Souza, 2003
CIR64 Pol / Brix VI Aitken et al., 2006, Aitken et al., 2005
CIR66 - VIl /55 Reffay et al., 2005
CIR67 - VII-1b Rossi et al., 2003
CIR69 - VII-1b Rossi et al., 2003
SMC17CG Caracterizacdo de germoplasma - Brown et al., 2007
SMC36BUQ Caracterizagdo de germoplasma - Souza, 2003
SMC119CG Caracterizacdo de germoplasma - Souza, 2003
SMC179SA Pol / Brix /50 Aitken et al., 2006; Aitken et al., 2005
SMC221MS Caracterizacdo de germoplasma - Brown et al., 2007
SMC334BS Caracterizacdo de germoplasma - Brown et al., 2007
SMC1047HA Caracterizacdo de germoplasma - Luciana Rossini Pinto, comunicagao pessoal
SMC1149HA Ligado ao CIR34 V /55 Aitken et al., 2006; Aitken et al., 2005
SMC1608CL - Il Aitken et al., 2005
SMC1825LA Pol / Brix 11/8,35 Aitken et al., 2006; Aitken et al., 2005

SMC2055FL Diametro e N° de colmos /28 Aitken et al., 2008; Aitken et al., 2005
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Tabela 3 - Relagao dos locos microssatélite selecionados, indicando o critério de selecdo e os caracteres aos quais se
mostraram associados, seus grupos de homologia e/ou co-segregacdo e os respectivos trabalhos de
referéncias usados para a sele¢cdo

(concluséo)

Loco Critério de selecéo / )

_ _ ) ] GH/GC? Referéncia
Microssatélite Caracteristica associada
ESTB41? Ligado ao CIR67 X-4 Oliveira et al., 2009; Oliveira et al., 2007
ESTB65° - XIV-1b Oliveira et al., 2009; Oliveira et al., 2007
ESTB92? - IX-6 Oliveira et al., 2009; Oliveira et al., 2007
ESTC44? - XIV-1b Oliveira et al., 2009; Oliveira et al., 2007
CVv29 Caracterizagdo de germoplasma - Jordao Janior, 2009
Cv37 Caracterizagdo de germoplasma - Jordao Janior, 2009
Cv3s Caracterizagdo de germoplasma - Jordao Janior, 2009
CV60 Caracterizagdo de germoplasma - Jord&o Janior, 2009
CvV78 Caracterizagdo de germoplasma - Jordao Janior, 2009
CV79 Caracterizagdo de germoplasma - Jordao Janior, 2009
Cv94 Caracterizagdo de germoplasma - Jord&o Janior, 2009
CV104 Caracterizagdo de germoplasma - Jordao Janior, 2009
CV106 Caracterizagdo de germoplasma - Jordao Junior, 2009
Notas:

1 - GH: Grupode Homologia; GC: Grupo de Co-segregacéo; nl: ndo ligado
2 - ESTB41 (Proteina hipotética);

ESTB65 (Provavel proteina ribossomal L32)

ESTB92 (Provavel transportador de aglcar)

ESTC44 (B1066G12.15)

Informagdes obtidas de Oliveira et al. (2009)



Tabela 4 - Sequéncias dos iniciadores dos locos microssatélites com as respectivas caudas fluorescentes, temperaturas de anelamento e tamanhos observados dos
alelos neste trabalho

(continua)
Loco SSR Iniciador Forward (5' - 3") Iniciador Reverse (5' - 3") Temp. Fragmentos
anel. (°C) observ. (pb)
CIR1 HEX/CTTGTGGATTGGATTGGAT AGGAAATGGATTGCTCAGG 55 147 - 203
CIR4 NED/TTCCAGCAGCAGCATCAAT CCCACTAGGAGAAGCAATAACT 55 259 - 278
CIR8 NED/ACCAGCACACGGAAACGGAAC ATGCGCAGGGATAGGATAGGAG 55 217-303
CIR10 6-FAM/ACACCACTCACATCCACTTG TGATACACCATTGTTGATGC 55 185 - 204
CIR14 NED/GATTGTTTTTCCCCCACTA CACCTTGTTCTTGCTTTACTC 55 223 - 265
CIR15 NED/CTTGGACCCGTTCTTGGATG AGCACTGAGGCGACTTACCC 55 183 - 359
CIR18 HEX/GGGTGTTCTGTTGAGCA GAGGTAGGAGGGAGTGTT 55 177 - 234
CIR19 6-FAM/GGTTCCAAAATACACAAA CAATCTTATCTACGCACTT 55 148 - 203
CIR21 6-FAM/CGCCAGCCACATAAAAGG CGACCAGGAGTTCATCAA 55 138 - 194
CIR27 HEX/CCCTATCACTGTTCTTCAT ATTTGTCCTTGCGAGAG 55 195 - 232
CIR34 6-FAM/ATCGCCTCCACTAAATAAT TTGTCTTTGCTTCCTCCTC 54 132 - 186
CIR42 NED/GTCTCTTGGGTGGCGTAT TTTTTTGTTTTTCTCTTTTG 54 178 - 240
CIR43 NED/ATTCAACGATTTTCACGAG AACCTAGCAATTTACAAGAG 55 137 - 269
CIR44 HEX/TCCCTCCTCATCACTCTG AAAATAAGCACCAAAAGC 55 224 - 238
CIR51 6-FAM/GCAAGAAGAACCAACAGTAG GTATTTACCGCAACATTGAT 55 250 - 301
CIR56 6-FAM/ATTTGACGCTACGATGGTG ATCCGTTTTTCAGCAGAGC 55 143 - 204
CIR64 NED/ATTGGATTCCTTCTGCTA CATCACAACAGGTTTCAG 55 132 - 280
CIR66 HEX/AGGTGATTTAGCAGCATA CACAAATAAACCCAATGA 55 147 - 165
CIR67 6-FAM/GACTGAGTATTGGCTTGG GCTTCTTCTTTGGTCGTT 55 107 - 257
CIR69 HEX/GATTGGATTTGTGATGTAA CCTTCCTGATTTCTGATT 54 164 - 172
SMC17CG  HEX/AAGGTAGCACGAAACACGTCGAT AACCCCAGCGGCGATCTCT 55 125 - 200
SMC36BUQ 6-FAM/GGGTTTCATCTCTAGCCTACC TCAGTAGCAGAGTCAGACGCTT 50 112 - 270
SMC119CG 6-FAM/TTCATCTCTAGCCTACCCCAA AGCAGCCATTTACCCAGGA 50 107 - 174
SMC179SA HEX/CATTTGACCAACCATGCACAGC GGCTTGGCAGGATTGGAAAC 55 121 -180
SMC221MS HEX/CATGCCAACTTCCAAACAGACT GGTGATGCGAAGAGATTGGA 50 129-173
SMC334BS HEX/CAATTCTGACCGTGCAAAGAT CGATGAGCTTGATTGCGAATG 50 120-183
SMC1047HA 6-FAM/TGAGCCTAAGCCAGAAAGAAG GGAACTAATTTCCTACGAGAACAC 50 109 - 187
SMC1149HA HEX/CAGCATTGATGTTGCTCAGG CACTTCCATACACAGTTCCTGC 50 110 - 264
SMC1608CL HEX/ACTGTAGGTTCACCGAAGCAAGAG CAGCCACTTTCATCCACAGAGG 50 153 -185
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Tabela 4 - Sequéncias dos iniciadores dos locos microssatélites com as respectivas caudas fluorescentes, temperaturas de anelamento e tamanhos observados dos

alelos neste trabalho

(concluséo)

Loco SSR Iniciador Forward (5' - 3") Iniciador Reverse (5' - 3") Temp. Fragmentos

anel. (°C)  observ. (pb)
SMC1825LA 6-FAM/CACGTCCTTCCGCCTTGA TCATCGTTCGTCGCACTG 50 113-124
SMC2055FL  6-FAM/TGAGCACATGGTTCTGCAAG TCCACTCCCTCACCATCAG 55 262 - 337
ESTB41 6-FAM/CATGGAGAGCTGGGCGACCTG GGCGGCGGCGAGGATGA 63 142 - 179
ESTB65 HEX/CGATCCCAGGCCAGTTCAT CTTGTTCGCTACTGCTACCGTGTT 57 205 - 254
ESTB92 NED/TCTGAATGGATGTCGCCCTGTG  TTTGCGGGCTTCTCTGCTTTCT 59 222 - 258
ESTC44 6-FAM/CATGGTGCTGTGGGGTTCTG GGTGGGCAAAGCTGTCCTGA 63 110-175
CV29 6-FAM/TCGCGTCCACCAATGTAACC GCGTGCATCGCTTGTGTCTT 64 103 - 157
CVv37 HEX/GGATGGACGACGTGTCCTGG ATAAAGTGGCCGCTTGGATTGA 64 115-188
CVv38 NED/GAAGCAGGGGCCTCAAGTTG GTCAAACAGGCGATCTGGCTC 64 121 - 205
CV60 HEX/AATCTGCACCCTGCCCTCTC CAGCTGGAGCATGGATGGAG 64 155 - 201
CVv78 6-FAM/ACGAGGCCACCATAGAACATG GCAATTGGGAGGAGAGGAATG 64 138 - 224
CV79 HEX/GGCACTGCTGGTGGTTGATTG TCCCACATCAAGAGGCAGCTA 64 137 - 196
CVv94 6-FAM/GGCAGGCCAAGATGAATGAAG AGCACAGCGGAGGGTACGG 64 180 - 221
CVv104 6-FAM/GATTTTCGACTGTGCGCTTGG AAGTTCTCTGCCGGAGCAAAC 64 151 - 177
CV106 6-FAM/AAACAGAGCATACTCGAGGCC ACGTTGCTGACGAGGTTTTCC 64 149 - 176
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2.4.2 Marcadores AFLP
2.4.2.1 Restricdo do DNA

Na etapa de restricdo 400 ng de DNA total foram digeridos numa reacdo de 25 pL de
volume final contendo 2,5 U de EcoRI (Invitrogen); 3,0 U de Msel (New England BioLabs);
tampé&o de reacdo NEBuffer 3 (10 mM NaCl; 5 mM Tris-HCI; 1mM MgCl,; 0,1 mM DTT; pH
7,9) (New England BioLabs). A reacéo foi realizada em termociclador a 37°C por 4 h, seguida de

uma etapa de inativacdo das enzimas a 65°C por 20 min.
2.4.2.2 Ligacao dos adaptadores

Antes da reacdo de ligacdo foram preparadas solucdes contendo adaptadores para as
extremidades coesivas de suas respectivas enzimas (EcoRI Forward: 5° CTC GTA GAC TGC
GTA CC 37; EcoRI Reverse: 5° AAT TGG TAC GCA GTC TAC 3"; Msel Forward: 5" GAC
GAT GAG TCC TGA G 3"; Msel Reverse: 5° TAC TCA GGA CTC AT 3°). Para a enzima
EcoRI foi preparada uma solucdo contendo 5 UM de cada adaptador e para Msel a concentracao
foi de 50 uM. Antes da reacdo de ligacdo as solucdes foram tratadas em termociclador a 65°C
por 10 min, 37°C por 10 min e 25°C por 10 min e mantidas a 4°C para uso imediato na reacéo de

ligagéo.

A reacéo de ligacdo foi realizada num volume final de 30 pL contendo 15 pL da reagéo de
restricdo; 1x de tampao para a enzima T4 DNA Ligase (50 mM Tris-HCI; 10 mM MgCl;,; 10 mM
DTT; 1,0 mM ATP); 0,25 uM de adaptadores EcoRI; 2,5 UM de adaptadores Msel e 1 U de
enzima T4 DNA Ligase (New England BiolLabs). A ligacdo foi realizada em termociclador a
16°C por 16 h e finalizada por inativagdo da enzima a 65°C por 20 min. Ao final a reacdo foi

armazenada a -20°C.
2.4.2.3 Reacao de Pré-amplificacao

Nesta reacdo foram utilizados iniciadores complementares aos adaptadores de EcoRI e
Msel porém, tais iniciadores ndo continham nucleotideos seletivos na extremidade 3" (EcoRI+0:
5 GAC TGC GTA CCA ATT C 3"; Msel+0: 5 GAT GAG TCC TGA GTA A 3"). A reacdo foi
realizada num volume final de 15 pL contendo 2 pL da reacdo de ligacdo diluida seis vezes;
tampédo da enzima Tag DNA Polimerase (75 mM Tris-HCI; 20 mM (NH,4).SO,4 pH 8,8; 0,01%
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(v/v) Tween 20); 2,5 U de enzima Taq DNA Polimerase (Fermentas); 2 mM de MgCl,; 0,5 mM
de cada dNTP; 3,3 uM de cada iniciador EcoRI e Msel. A reacdo de PCR foi realizada de acordo
com o seguinte programa: um primeiro ciclo a 94°C por 2 min; seguido de 29 ciclos a 94°C por 1
min; 60°C por 30 s e 72°C por 1 min; finalizando com um ciclo a 72°C por 5 min. Os produtos
desta reacdo foram diluidos 10x em &gua ultrapura e armazenados a -20°C. Uma aliquota de 5
ML foi utilizada para averiguar a qualidade da reacdo em gel de 1% agarose.

2.4.2.4 Reacao de Amplificacdo Seletiva

Os iniciadores utilizados nesta reacdo continham trés nucleotideos seletivos na
extremidade 3" do iniciador. Os iniciadores de EcoRI (5" GAC TGC GTA CCA ATT C 3") foram:
E-ACG, E-AAG, E-AAA, E-AGA, E-AGC, E-AGG, E-AAC, E-ACA; os de Msel (5" GAT GAG
TCC TGA GTA A 3") foram: M-CGT, M-CGC, M-CTT, M-CTG, M-CTC, M-CAC, M-CAT, M-
CAG, M-CTA. Doais iniciadores de EcoRI (E-ACG e E-AAG) e dois de Msel (M-CAT e M-CAG)
foram marcados com os fluoréforos IRDye 700 e IRDye 800, respectivamente. A reacdo de
amplificacdo seletiva foi feita num volume final de 10 pL contendo 2 pL da reacdo de pré-
amplificacdo diluida 10x; tampdo da enzima Taq DNA Polimerase (75 mM Tris-HCI; 20 mM
(NH4)2SO4 pH 8,8; 0,01% (v/v) Tween 20); 1 U de enzima Taq DNA Polimerase (Fermentas); 2
mM de MgCly; 0,2 mM de cada dNTP; 0,05 uM do iniciador de EcoRI e 0,3 uM do iniciador de
Msel. As reacdes para as diversas combinacdes de iniciadores EcoRI e Msel foram realizadas de
modo a conter sempre um iniciador marcado e outro ndo marcado. Um total de 18 combinacGes
com os iniciadores acima foram usadas na genotipagem da populacdo (Tabela 5). A reacédo de
PCR ocorreu nas seguintes condi¢@es: um ciclo inicial a 94°C por 2 min; seguido de 13 ciclos a
94°C por 30 s; 65°C por 30 s (com decréscimo de 0,7°C por ciclo) e 72 °C por 1 min; mais 23
ciclos a 94°C por 30 s; 56°C por 30 s e 72°C por 1 min e finalizando com um ciclo a 72°C por 2

min.
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Tabela 5 - Combinagdes de iniciadores AFLP usados ha genotipagem da populacdo. Estdo indicados apenas os trés
nucleotideos seletivos posicionados na extremidade 3" dos iniciadores EcoRI e Msel. Os iniciadores
marcados estdo indicados com seus respectivos fluoréforos

N° da Seqliéncia 3" do iniciador N° da Seqiéncia 3" do iniciador

Combinacao EcoRlI Msel Combinacao EcoRlI Msel

1 ACG-IRD700 CGT 10 AAG-IRD800 CAC

2 ACG-IRD700 CGC 11 AAG-IRD800 CTC

3 ACG-IRD700 CTT 12 AAG-IRD800 CAG

4 ACG-IRD700 CTC 13 AAA CAT-IRD700

5 ACG-IRD700 CTA 14 AGA CAT-IRD700

6 ACG-IRD700 CAT 15 AAA CAG-IRD800

7 AAG-IRD800 CGT 16 ACA CAG-IRD800

8 AAG-IRD800 CGC 17 AGG CAG-IRD800

9 AAG-IRD800 CTG 18 AGA CAG-IRD800
Notas:

Seqliéncias ndo marcadas séo indicadas apenas pelos trés nucleotideos
IRD700: marcado com fluoréforo IRDye 700
IRD800: marcado com fluoréforo IRDye 800

2.4.2.5 Anélise dos fragmentos AFLP

Os produtos das reacdes de amplificacdo seletiva foram analisados no analisador
automatico de DNA Li-cor modelo 4300 (LI-COR Biosciences). Para tanto, foram feitas
misturas numa proporcdo de 1:1,5 pL de reacdo do iniciador fluorescente IRDye 700 e IRDye
800, respectivamente. A um volume de 1,5 pL desta mistura foi adicionado 2 pL de azul de
bromofenol contendo 90% de formamida. Em seguida, esta mistura foi desnaturada em
termociclador a 95°C por 5 min e mantida a 4°C. Um volume de 0,6 puL de cada amostra foi
aplicado em gel de 6,5% poliacrilamida pré-aquecido por 30 min. Foi aplicado também 0,8 pL
de marcador de peso molecular contendo fragmentos de 50 a 700 pb marcados com as
fluorescéncias IRDye 700 e IRDye 800 (LI-COR Biosciences). Durante a eletroforese imagens
dos géis em formato eletrébnico foram automaticamente geradas. Estas imagens foram
posteriormente analisadas para obtencdo das marcas AFLP através do programa SAGAM* (LI-
COR Biosciences).
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2.5 Analise dos dados

A natureza complexa do genoma da cana-de-agUcar com sua alta poliploidia e ocorréncia
concomitante de aneuploidia torna dificil determinar a dosagem em que um alelo esta presente no
genoma. Desta forma, independentemente da natureza do marcador, em cana, todos sdo tratados
como dominantes. Portanto, para cada alelo somente dois padrdes podem observados nos
individuos da populagdo: presenga ou auséncia. Neste trabalho foram utilizados dois sistemas
distintos para a genotipagem da populagédo de modo que, no caso dos AFLPs os alelos foram
visualizados como bandas e no caso dos microssatélites como picos. Para facilitar a compreensao
ao longo do texto, as bandas e picos serdo referidos de forma comum como marcas ou alelos. Por
fim, todos os alelos assim obtidos foram reunidos numa matriz de dados binaria onde a presenca,
representando o alelo dominante, foi codificada como “1” e a auséncia, representando o alelo
nulo, foi codificada como “0”. Foram excluidos alelos com frequéncia maior que 0,95 e menor
que 0,05. Desta forma, um total de 850 alelos, sendo 370 SSR e 480 AFLP foi obtido.

2.5.1 Andlises de diversidade
2.5.1.1 Polimorfismo e Diversidade alélica

Como medida do nivel de informac¢do das marcas AFLP e SSR calculou-se o Contetdo de

Informacéo Polimorfica (PIC) conforme descrito por Vuylsteke (2000):

n
PIC;=1— Z pi;
j=1

onde p;; € a freqiiéncia do j-ésimo padrdo do alelo i e n € o numero de padrGes para cada alelo
marcador que, neste caso, assume apenas dois valores (0 e 1). As frequéncias dos padrdes de
cada alelo foram obtidas por meio do programa AFLP-SURV (VEKEMANS, 2002). Para
permitir uma comparagdo da eficiéncia dos marcadores usados em detectar polimorfismos na

populacgéo, foi calculada uma média dos valores de PIC anteriores, conforme a expressao:
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N
PIC,, = Z PIC;/N
i=1

onde PIC; é 0 PIC do i-ésimo alelo e N é o numero de alelos originados de um mesmo loco SSR

ou de uma mesma combinacgéo de iniciadores AFLP.
2.5.1.2 Andlise de similaridade genética

Com o objetivo de explorar as relaces genéticas entre os genoétipos, estimativas de
similaridade genética baseadas no coeficiente de Dice (NEI; LI, 1979) foram geradas de acordo

com a expresséo:

_ 2a
Y 2a+b+c

SG onde,

SGj;: Similaridade genética entre os genotipos i e j;

a: numero de alelos comuns aos genoétipos i e j;

b: nimero de alelos presentes no gendtipo i e ausentes no genétipo j;
c: numero de alelos ausentes no gendtipo i e presentes no genotipo j;

Coeficientes de dissimilaridade foram obtidos (DG;; = 1 — SG;;) a partir da expressdo
anterior e usados na construcdo de um dendrograma pelo método Neighbor-Joining modificado
conforme Gascuel (1997). Andlise de bootstrap com 2.000 repeti¢des foi realizada para testar a
robustez com que os grupos foram formados. O grau de correlacdo entre e as distancias
representadas no dendrograma e a matriz de dissimilaridade original foi avaliado calculando-se
uma matriz de coeficientes de correlagdo cofenéticos (ref) € comparando esta matriz com a
matriz de dissimilaridade original. Nesta analise foram incluidos os trés genotipos selvagens
‘Badilla de Java’ (Saccharum officinarum), ‘SES 205A” (Saccharum spontaneum) e ‘Chunnee’
(Saccharum barberi). Todas as analises foram realizadas por meio dos programas Darwin 5.0
(PERRIER; JACQUEMOUD-COLLER, 2006) e MEGA 5.0 (TAMURA et al., 2011).
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2.5.2 Desequilibrio de ligacéo

O desequilibrio de ligacao foi avaliado através da medida r® que representa o coeficiente
de correlacdo entre dois alelos ou marcas. Para tanto, os alelos foram organizados na forma de
uma tabela de contingéncia, que foi usada também para obtencéo de estimativas ndo viesadas dos

p valores através do teste exato de Fisher com 1.000 permutaces.

Foram obtidos coeficientes de correlagdo r? para dois conjuntos de marcas. O primeiro
conjunto consistiu de marcas oriundas de um mapa genético de ligacdo desenvolvido no
Laboratorio de Melhoramento de Plantas do CENA/USP, tendo como base o mapa previamente
publicado por Garcia et al. (2006) para uma populacdo de 100 individuos do cruzamento SP80-
180 x SP80-4966 (cultivares pré-comerciais pertencentes ao programa de melhoramento do
Centro de Tecnologia Canavieira). No entanto, 0 mapa desenvolvido para este trabalho incluiu
719 marcas AFLP (KIDO, 2003), 209 SSR (SOUZA, 2003) e 197 RFLP (ALBINO, 2006),
desenvolvidos no Laboratério de Melhoramento de Plantas do CENA/USP, e mais 798 marcas
TRAP desenvolvidas no IAC por Creste (Dados ndo publicados), totalizando 1923 marcas. A
populacdo de mapeamento consistiu de 92 individuos da populacdo original, os quais estavam
disponiveis no Laboratério de Melhoramento do CENA/USP. Utilizou-se o programa JoinMap
3.0 (VAN OOIJEN; VOORRIPS, 2001) para a obtengdo do mapa de ligagdo. As marcas foram
agrupadas usando-se LOD minimo igual a 5 e fracdo méaxima de recombinacdo igual a 0,35. A
funcéo de mapeamento de Kosambi foi utilizada para conversdo das freqliéncias de recombinacéo
em distancias de mapa (KOSAMBI, 1944).

O mapa obtido foi formado por 185 grupos de co-segregacao, dos quais 24 grupos entre
os de maior densidade de marcas foram selecionados para as analises de desequilibrio de ligagédo
(Anexo A). Estes 24 grupos totalizaram 243 marcas, incluindo os quatro tipos de marcadores
usados (AFLP, RFLP, SSR, TRAP). A anélise com estas marcas do mapa de ligagcdo teve como
objetivo caracterizar a extensdo dos niveis de desequilibrio no genoma de cana e, para tanto, 0s
valores de r? foram visualizados num grafico em funcéo da distancia genética em Centimorgan
(cM). Uma curva de regressdo foi ajustada a partir dos dados usando a funcdo LOESS
(BRESEGHELLO; SORRELS, 2006; ROBBINS et al., 2011). Foi determinado um nivel critico
de r® a partir do qual o desequilibrio foi declarado como significativo e, a principio, ¢ resultante

apenas de ligacdo fisica. Para tanto, utilizou-se as marcas localizadas em grupos de co-
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segregacdo diferentes (marcas ndo ligadas) para calcular uma distribuicdo de valores de r?
tomando-se o valor referente ao percentil 97,5% desta distribuicdo como limite critico. Os
coeficientes de correlacdo das marcas nao ligadas foram incluidos também no mesmo grafico
onde foram plotados os coeficientes das marcas ligadas. A significancia das correlacdes entre as

marcas foi avaliada apds correcéo erro tipo | para multiplos testes pelo método de Bonferroni.

O segundo conjunto de marcas usadas para anélise do desequilibrio de ligagdo consistiu
de 405 marcas selecionadas entre as 850 desenvolvidas neste trabalho. A selecdo destas marcas
esta justificada e descrita no item 2.5.3. O objetivo com esse procedimento foi comparar 0s
niveis de desequilibrio entre estas 405 marcas na populacdo de mapeamento por associacao com
0s niveis observados entre as marcas ligadas e ndo ligadas do mapa genético de ligacdo. Os

célculos dos coeficientes r? e dos p valores foram 0s mesmos descritos anteriormente.

As analises foram realizadas através dos programas PowerMarker 3.0 (LIU; MUSE,
2005) e R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2010).

2.5.3 Andlise de estruturacdo da populacao

A presenca de subgrupos ou estruturacdo na populacdo foi avaliada inicialmente
utilizando um método multivariado baseado em Analise de Componentes Principais (PCoA).
Para tanto, a matriz de dissimilaridade original (d) precisou ser transformada numa matriz de
distancias Euclideanas (d’), o que foi feito estimando-se um indice p (indice Euclideano) de
modo que d' = dP. As andlises foram realizadas através do programa Darwin 5.0 (PERRIER;
JACQUEMOUD-COLLER, 2006).

Uma segunda abordagem baseada em estatistica Bayesiana e disponivel através do
programa STRUCTURE (PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY, 2000b; FALUSH;
STEPHENS; PRITCHARD, 2003, 2007; HUBISZ et al., 2009) foi utilizada. Seguindo
recomendacédo de Falush, Stephens e Pritchard (2003) foi realizada uma sele¢do prévia entre as
850 marcas SSR e AFLP, excluindo-se aquelas com forte ligacdo entre si. Uma vez que a
maioria dos mapas genéticos de ligacdo foram construidos adotando-se o limite de 35 cM para as
fragcOes de recombinacdo entre marcas e com base em alguns dos principais mapas que usaram 0s
mesmos marcadores SSR e AFLP deste trabalho (AITKEN; JACKSON; McINTYRE, 2005;
REFFAY et al., 2005; AITKEN; JACKSON; McINTYRE, 2007), estabeleceu-se o limite de 35
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cM para declarar duas marcas como fortemente ligadas. Este valor esté alinhado também com os
resultados de Raboin et al. (2008) que observaram alto nivel de desequilibrio a distancias de até
40 cM.

Na determinacdo dos parametros de analise no STRUCTURE, nenhuma informacgédo a
priori sobre as cultivares foi usada para a determinacdo dos subgrupos, ou seja, a principio elas
ndo pertenciam a nenhum grupo conhecido. Os gendtipos foram tratados como haploides e
avaliou-se a hipdtese de até sete subgrupos, ou seja, K variou de 1 a 7, com 10 repeti¢bes para
cada K estimado. O modelo de ancestralidade adotado foi o de mistura (Admixture model), ou
seja, cada gendtipo pode ter uma fracdo de seu genoma oriundo em um ou mais dos grupos
identificados. Considerou-se o modelo de fregiiéncias alélicas correlacionadas baseado no fato
de que h& uma ancestralidade comum para muitos dos genotipos da populagcdo. Os dados foram
coletados com 200.000 repeticdes MCMC (Monte Carlo Markov Chain) ap6s um periodo de
100.000 repeticdes iniciais (burnin). O método de Evanno, Regnault e Goudet (2005) foi
utilizado para determinar o numero étimo de subgrupos (K) na populacdo através do programa
STRUCTURE HARVESTER v. 0.6 (EARL, 2011). A partir destes resultados foi obtida a matriz
de estrutura populacional (matriz Q) que contém a proporc¢do do genoma de cada individuo com

origem em algum dos K subgrupos identificados.
2.5.4 Coeficientes de coancestralidade

Duas estratégias distintas foram usadas para determinar as relacdes genealdgicas entre os
gendtipos. Na primeira, o programa SPAGeDI (HARDY; VEKEMANS, 2002) foi utilizado para
calcular a matriz de coancestralidade (matriz K ou Kinship) de acordo com um método especifico
para marcadores dominantes proposto por Hardy (2003). As estimativas dos coeficientes de

coancestralidade entre pares de individuos foram calculadas segundo a expresséo:

Fij = (Qij — Qm)/(1 — Q)

onde Qij é a probabilidade de dois genes tomados ao acaso nos individuos i e j serem idénticos

por estado (IBS) e Qm € a probabilidade média de desses mesmos genes serem idénticos por
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estado, tendo sido amostrados em dois individuos tomados ao acaso na populacdo de onde i € j
foram retirados. Para computar as estimativas de Fj; considerou-se o coeficiente de endogamia

em cada individuo igual a zero (f = 0).

Alternativamente, foi calculado o indice de similaridade genética de Gower (GOWER,
1971) com base na observacdo de que este indice corresponde a uma medida da propor¢do de
alelos idénticos por estado (IBS) (WESSEL; SCHORK, 2006; BUIL et al., 2009). O indice de

Gower tem a seguinte expressao:

a
Gower;; = ———— onde,
Y a+b+c+d

Gowery;: Similaridade genética entre os genotipos i e j;

a: nimero de alelos comuns aos genotipos i e j;

b: nimero de alelos presentes no gendtipo i e ausentes no genotipo j;
c: numero de alelos ausentes no gendtipo i e presentes no genotipo j;
d: nimero de alelos ausentes nos genétipos i e j;

2.5.5 Analise dos dados fenotipicos

Os dados fenotipicos foram previamente analisados utilizando uma abordagem de
modelos mistos, através do pacote estatistico Ime4 (BATES; MAECHLER, 2010) do programa R
(R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2010). O modelo testado considerou as regides como
efeitos fixos e anos e variedades como efeitos aleatorios. InteracGes entre anos e regides e entre
regibes e variedades foram incluidas no modelo. Com base nos resultados obtidos e a partir dos
dados fenotipicos observados foram calculados BLUPs (Best Linear Unbiased Predictors) das
variedades em cada regido onde elas foram avaliadas e também uma estimativa geral para todas

as regides, os quais foram usados no modelo de associacéo.
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2.5.6 Andlise de associagao

As andlises de associacdo foram realizadas no programa TASSEL (BRADBURY et al.,
2007), utilizando o método proposto por Yu et al. (2006). Através dos marcadores foram obtidas
as matrizes Q e K conforme descrito nos itens 2.5.3 e 2.5.4, respectivamente. Seus efeitos foram
incluidos como covariaveis para ajustar um modelo de associacdo capaz de explicar associacfes
entre 0os marcadores e os caracteres fenotipicos. A equagdo do modelo misto tem a seguinte

forma:

y=Xf+Sa+Quv+Zu+e

Neste modelo y € o vetor de observacdes fenotipicas; € um vetor de efeitos fixos (outros
efeitos diferentes dos marcadores e estrutura populacional); o ¢ um vetor de efeitos fixos dos
marcadores; v € um vetor de efeitos fixos de estrutura da populagdo; u é um vetor de efeitos
poligénicos aleatorios desconhecidos e e é o vetor aleatério de efeitos residuais; Q € a matriz do
STRUCTURE relacionando y a v; X, S e Z sdo matrizes de incidéncia (compostas por zeros e

uns), relacionando y a f3, a e u, respectivamente.

Assumiu-se que os vetores de efeitos aleatdrios u e e sdo normalmente distribuidos com

média zero e variancias: Var(u) = Ko/, sendo o/ a variancia genética e K uma matriz (n x n)

contendo os coeficientes de coancestralidade calculados no SPAGeDI ou as proporgdes de alelos
idénticos por estado (IBS) baseadas no indice de Gower; Var(e) = Io? , onde o2 ¢é a variancia

residual e | € uma matriz identidade.

Com o objetivo de testar o impacto de cada um dos efeitos de estruturacdo no poder do
modelo em detectar associacdes, foram testadas diversas variagdes do modelo de associacao.
Como havia duas matrizes K diferentes (K; para a matriz calculada pelo programa SPAGeDI, e
K, obtida através do indice de Gower) foram testadas, inicialmente, duas varia¢cfes do modelo
basico: Q + Ky e Q + K,. Em seguida foram removidos os efeitos de estruturagdo da matriz Q,
mantenho apenas os efeitos de estruturacao resultantes das relagdes de parentesco, modelos K; e

K,. Portanto, foram testadas quatro variacdes do modelo de associacao.
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Utilizou-se o0 método FDR (False Discovery Rate) para controle do erro tipo | associado
a multiplos testes e para declarar um marcador como significativamente associado a uma
caracteristica fenotipica (BENJAMINI; HOCHBERG, 1995). O valor FDR (g*) representa a
taxa de falsos positivos entre testes significativos, ou seja, € a taxa de associacbes do marcador
com o carater, declaradas significativas, quando na realidade, ndo ha associacdo. O teste foi

realizado do seguinte modo: considerou-se inicialmente as hipdteses para m testes como sendo

H{,H,,H;, ..., Hy ;cujos respectivos p valores sdo P;,P,,P5;, ... ,B,. Os p valores foram
entdo organizados em ordem crescente de modo que P, <P, < ... < B,. Dessa forma,
havera uma proporcao de hipdteses rejeitadas H,, H, , Hs, . . ., Hy; quando k for o maior valor

de i que satisfaca a seguinte condicdo: P; < (i/m) x q*. Os p valores dos testes foram obtidos

no programa TASSEL.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Selecdo dos gendtipos para compor a populacdo de mapeamento

Em estudos de associacdo, a escolha da populacdo experimental é bem mais flexivel
quando comparada a estudos de mapeamento de ligacdo. Neste trabalho, o principal critério de
selecdo se baseou nos dados fenotipicos para as caracteristicas avaliadas, de modo que houvesse
0 maximo possivel de variabilidade fenotipica entre os individuos selecionados (Figura 1). Deste
modo, os 103 genotipos que compdem a populacdo de mapeamento incluem cultivares que séo ou
foram utilizadas comercialmente em areas de producdo importantes ou que possuem grande
importancia como parentais de variedades recentes e clones em desenvolvimento no programa de
melhoramento do IAC. Além destes, trés gendtipos selvagens foram incluidos em algumas das
analises realizadas: ‘Badilla de Java’ (Saccharum officinarum), ‘Chunnee’ (Saccharum barberi) e
‘SES 205A’ (Saccharum spontaneum). Na Figura 1 encontram-se 0s histogramas com as
distribuicBes de freqliéncia para os caracteres fenotipicos de interesse nesse estudo. Observa-se
que todos os caracteres apresentaram distribuicdo normal dos dados e mostraram também

consideravel variabilidade na populacéo.
3.2 Anélises de diversidade

Os 44 locos SSR utilizados revelaram um total de 370 alelos polimérficos com média de
8,4 alelos por loco (Tabela 6). O numero de alelos variou de 2 (locos CIR69 e SMC1825LA) a 17
(loco CV78). A partir das 18 combinagdes de iniciadores AFLP foram obtidos um total de 480
alelos polimorficos (Tabela 7). O numero de alelos para cada combinagdo variou de 14
(AAA_CAT) a 43 (ACG_CTT) com média de 26,7 por combinacdo. A analise da distribuicdo do
namero de alelos presentes nos gendétipos fornece uma medida indireta do nivel de
heterozigosidade e de diversidade presente na populacdo (AITKEN et al., 2006). Deste modo,
quando se analisou o numero de alelos presentes nos gendtipos cultivados, considerando-se cada
tipo de marcador individualmente (SSR ou AFLP) e em conjunto (Total), foi observada grande
variacdo nas distribuicbes desses valores (Figura 2). Entre os 103 gendtipos cultivados e
considerando o total de marcadores, observou-se uma media de 381 alelos por gendtipo com
minimo de 284 para ‘1AC86-2480 e maximo de 469 para ‘IACSP96-2041".
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Figura 1 - Histogramas dos valores fenotipicos para os caracteres analisados
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Tabela 6 - Total de alelos polimérficos e Contetdo de Informagdo Polimérfica médio (PICm) para os locos SSR. Os
alelos correspondem aos picos observados nos eletroferogramas produzidos no analisador genético ABI

PRISM 310, e analisados através dos programas GeneScan 3.7 e Genotyper 3.7 (Applied Biosystems).

Loco SSR N° de alelos PICm Loco SSR N° de alelos PICm
CIR1 7 0,39 SMC119CG 15 0,33
CIR4 3 0,37 SMC179SA 7 0,31
CIR8 9 0,33 SMC221MS 7 0,36
CIR10 6 0,28 SMC334BS 7 0,33
CIR14 6 0,28 SMC1047HA 16 0,35
CIR15 15 0,22 SMC1149HA 11 0,34
CIR18 6 0,43 SMC1608CL 5 0,38
CIR19 6 0,43 SMC1825LA 2 0,37
CIR21 13 0,42 SMC2055FL 10 0,31
CIR27 8 0,33 ESTB41 8 0,33
CIR34 9 0,35 ESTB65 11 0,28
CIR42 6 0,35 ESTB92 4 0,27
CIR43 9 0,34 ESTC44 8 0,29
CIR44 5 0,26 CV29 15 0,36
CIR51 6 0,33 CVv37 15 0,34
CIR56 10 0,34 Cv38 16 0,32
CIR64 9 0,36 CVe0 6 0,44
CIR66 3 0,40 Cv78 17 0,29
CIR67 8 0,29 CVvT79 7 0,43
CIR69 2 0,44 CVvo4 6 0,35
SMC17CG 10 0,29 CV104 6 0,33
SMC36BUQ 8 0,36 CV106 7 0,37

Total de alelos: 370

Média de alelos: 8,4

Média dos PICm: 0,34

Notas:
PIC,, = YN, PIC;/N
PIC; =1-%",p}
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Tabela 7 - Total de bandas polimérficas e Contetido de Informagdo Polimérfica médio (PICm) para as combinacGes
de iniciadores AFLP. As bandas foram reveladas no analisador automatico de DNA Li-cor modelo 4300
e analisadas através do programa SAGA™* (LI-COR Biosciences)

N© Combinacdo N° de pIcm | Ne Combinacao N° de PICT
AFLP Bandas AFLP Bandas
1 ACG_CGT 37 0,36 10 AAG_CAC 39 0,38
2 ACG CGC 34 0,32 11 AAG_CTC 22 0,31
3 ACG _CTT 43 0,42 12 AAG_CAG 18 0,32
4 ACG_CTC 32 0,33 13 AAA_CAT 14 0,33
5 ACG _CTA 25 0,37 14  AGA_CAT 21 0,29
6 ACG_CAT 32 0,33 15 AAA CAG 25 0,41
7  AAG _CGT 35 0,39 16 ACA _CAG 18 0,34
8 AAG CGC 28 0,38 17  AGG_CAG 17 0,37
9 AAG CTG 22 0,36 18 AGA CAG 18 0,39
Total de alelos: 480 Média de alelos: 26,7 Média dos PICm: 0,36
Notas:

A numeragdo das combinacdes é a mesma adotada na Tabela 5
PIC,, = ¥N, PIC;/N
PIC;=1-Y"_,p}

Cinco gendtipos (‘1AC86-2480°, ‘IAC82-2045’, ‘CTC1’, ‘SP86-42’ e ‘IACSP96-2041’)
apresentaram namero discrepante de alelos de acordo com a distribuicdo dos nimeros de alelos
para 0s locos SSR (Figura 2). Quatro deles (‘IAC86-2480’, ‘IAC82-2045’, ‘CTCL1’ e ‘SP86-42°)
apresentaram numero de alelos abaixo do valor minimo da distribuicdo. Uma inspec¢do individual
nesses genotipos mostrou que eles apresentaram uma proporcao maior de dados perdidos quando
comparados com o0s demais gendétipos analisados, especialmente no caso da cultivar ‘IAC86-
2480’ que apresentou apenas 36 alelos. Por causa deste baixo nimero de alelos SSR esta cultivar
aparece também de forma discrepante na distribuicdo dos valores totais. Em relacdo aos

marcadores AFLP todos 0s genotipos apresentaram valores dentro da distribuicao.

Os trés genotipos selvagens avaliados apresentaram um ndmero menor de alelos em
relacdo aos gendtipos cultivados: 174 alelos para ‘SES 205A° (S. spontaneum), 253 para
‘Chunnee’ (S. barberi) e 316 para ‘Badilla de Java’ (S. officinarum). Aitken et al. (2006)
utilizando marcadores AFLP observaram resultados semelhantes em que clones de S. officinarum
com 2n=80 cromossomos apresentaram um numero médio de alelos de 214 e entre clones da
mesma espécie com mais de 80 cromossomos a média foi de 243 alelos. Ja entre a colecdo de

cultivares a média foi de 276 alelos variando de 229 a 309. Da mesma forma, Brown et al.
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(2007) usando marcadores SSR, verificaram uma média de 67,1 alelos entre os clones de S.
officinarum, 64,8 em S. spontaneum e 81,7 para S. barberi, enquanto que a média entre os clones
comerciais foi de 78,2. Os resultados obtidos no presente trabalho ndo permitem uma
comparacdo mais consistente dos niveis de heterozigosidade entre genotipos cultivados e
selvagens, uma vez que um Unico representante de cada espécie selvagem foi utilizado. No
entanto, considerando as devidas especificidades de cada estudo em relagdo aos gendtipos
usados, pode-se observar grande concordancia entre os resultados aqui apresentados e entre 0s
dois estudos citados. Tomados conjuntamente, os dados sugerem a existéncia niveis

consideraveis de heterozigosidade e de diversidade entre os genotipos cultivados.
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Figura 2 - Distribuicdo do numero de alelos para os marcadores SSR, AFLP e para o Total (soma de ambos) avaliada
nos 103 gendtipos cultivados

O contetdo de informacao polimdrfica dos locos SSR variou de 0,22 (loco CIR15) a 0,44
(locos CIR69 e CV60) com média de 0,34 para os locos analisados. Para os locos de AFLP, os
valores de PIC variaram de 0,29 para a combinacdo AGA CAT a 0,42 para a combinagédo

ACG_CTT, que também mostrou 0 maior nimero de alelos. Uma vez que os dois sistemas de
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marcadores utilizados neste trabalho foram considerados como dominantes, cada alelo SSR e
AFLP corresponde a um “loco marcador” com apenas dois estados alélicos possiveis: presenca
ou auséncia. Esses padrbes representam, na verdade, fenotipos moleculares de presenca ou
auséncia de um fragmento amplificado. Essa compreensdo é importante, pois determina a forma
como os dados foram analisados. Assim, com base nos dois estados alélicos possiveis e
considerando a expressdo utilizada para o seu célculo, o valor maximo que pode ser obtido para o
PIC é de 0,50. Os valores médios tanto para os SSR (0,34) quanto para os AFLP (0,36)
evidenciam a boa capacidade destes marcadores na discriminacao das cultivares. Este resultado €
mais uma confirmacdo da qualidade destes locos SSR e combinagdes AFLP, os quais tém sido
amplamente utilizados em estudos de diversidade em cana (BESSE et al., 1998; LIMA et al.,
2002; CORDEIRO; PAN; HENRY, 2003; SELVI et al, 2006; AITKEN; JACKSON;
MCcINTYRE, 2006; BROWN et al., 2007).

3.3 Analise de similaridade genética

A analise da matriz de dissimilaridade genética baseada no coeficiente de Dice revelou
que a média de dissimilaridade foi de 0,37, ou seja, o indice médio de similaridade entre as
variedades analisadas foi de 63%. As medidas de similaridade individuais variaram de 0,33 entre
a cultivar ‘CTC3’ e a espécie selvagem ‘SES 205A” (S. spontaneum) a 0,92 entre as cultivares
‘IACSP96-2037" e ‘IACSP96-2041°. O dendrograma construido com base na matriz de
dissimilaridade genética, cujo coeficiente de correlacdo cofenético foi res = 0,97, indicou forte
correlagéo entre a matriz de dissimilaridade e as distancias no dendrograma (Figura 3). Observa-
se que ‘Badilla de Java’, ‘Chunnee’ e ‘SES 205A° foram o0s que apresentaram maiores distancias
em relacdo aos demais gendtipos, uma vez que se tratam de gendtipos selvagens de cana-de-
acucar. Pode-se observar também que dos trés, ‘Badilla de Java’ foi o mais proximo dos
gendtipos cultivados, seguido de ‘Chunnee’ (S. barberi) e, por Gltimo, ‘SES 205A°. O arranjo
estd de acordo com o processo de melhoramento da cana, no qual as cultivares modernas se
originaram por nobilizagdo, ou seja, sucessivos retrocruzamentos para S. officinarum. Uma
hipotese postula que S. barberi pode ter sido originada através de hibridacGes entre S. officinarum
e S. spontaneum e isso explicaria sua localizagdo entre as duas especies no dendrograma.
Saccharum spontaneum é considerada uma das espécies com maior diversidade genética entre as

espécies do género Saccharum, o que justifica a alta dissimilaridade do genotipo ‘SES 205A° em
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relacdo aos demais genotipos. Selvi et al. (2003) utilizando marcadores SSR de milho foram
capazes de estabelecer relagfes genéticas entre espécies pertencentes aos géneros Saccharum e
Erianthus, identificando a presenca de cinco grupos entre 33 gendtipos selvagens e comerciais de
cana-de-agucar. Os resultados mostraram S. spontaneum formando um grupo separadamente dos
demais; S. barberi e S. sinensi agrupando juntas; S. officinarum e S. robustum formaram um
grupo separado; um grupo reuniu apenas as cultivares comerciais e outro apenas as espécies de
Erianthus. O agrupamento de clones das espécies S. officinarum e S. robustum tem sido relatado
frequentemente e reflete a origem de S. officinarum a partir de S. robustum (GLASZMANN et
al., 1989; BURNQUIST; SORRELLS; TANKSLEY, 1992; NAIR et al., 1999). O grupo
formado pelas espécies S. barberi e S. sinensi posicionou-se entre o grupo de S. officinarum e o
de S. spontaneum, observacdo que, segundo os autores, € condizente com suas provaveis origens
a partir dessas espécies. Brown et al. (2007) realizaram um estudo para avaliar as relacGes entre
cinco especies de Saccharum: S. officinarum (SO), S. spontaneum (SP), S. barberi (SB), S.
sinensi (SS) e S. robustum (SR). Utilizando métodos multivariados os diversos clones das
espeécies avaliadas formaram dois grupos principais sendo que o grupo | envolveu clones de SO,
SB, SS, SR e clones comercias, e 0 grupo Il conteve apenas clones de SP. Dentro do grupo |
ocorreram sete subgrupos, assim compostos: pelo menos trés subgrupos (1 e 3a e 3b) foram
formados basicamente por clones de SB e SS, com a presenca de alguns SR; o subgrupo 2
conteve apenas clones SB; o subgrupo 3c conteve uma mistura de clone SB e clones comerciais;
0 subgrupo 4 conteve principalmente clones SR e o subgrupo 5 foi formado por clones de SO e
SB. Ressalta-se nesses resultados a clara separacdo de S. spontaneum, sugerindo maior
divergéncia desta espécie em relacdo as demais e o agrupamento dos clones de S. barberi e S.
officinarum com clones comerciais. No entanto, baseados nos agrupamentos do dendrograma e
em andlise de coordenadas principais (PCA), os autores chamam a atencdo para o fato de que
nenhum dos genotipos de S. barberi apareceu como progénie das supostas espécies parentais o
que indicaria que outra espécie pertencente a algum género relacionado, Erianthus ou

Miscanthus, poderia ter contribuido também para a formacéo do genoma de S. barberi.

Métodos multivariados baseados em dendrogramas sé@o Uteis para a analise das relagdes
entre os individuos de uma populagdo e podem ser usados para identificar grupos de individuos.

Apesar da alta similaridade média observada entre as cultivares, uma analise atenta do
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dendrograma da Figura 3 sugere a existéncia de trés grupos de cultivares na populacdo. No
entanto, essa divisdo é arbitraria uma vez que ndo ha um critério especifico para discriminagdo
destes grupos com base apenas na informacdo gerada pelo dendrograma. Observa-se que, em
linhas gerais, houve agrupamento das cultivares de acordo com o programa de melhoramento ao
qual pertencem. O grupo 1 é constituido, basicamente, por cultivares IACSP e algumas RB.
Destaca-se nesse grupo a presenca de ‘P0OJ2878°, ‘NA56-79’ e ‘RB72-454’, que sdo genotipos
importantes na genealogia das diversas variedades brasileiras. Os gendtipos identificados com a
sigla IACSP sdo cultivares desenvolvidas através de uma colaboracédo entre os programas do IAC
e da antiga Copersucar. No grupo 2 estdo presentes cultivares IAC e CTC e trés IACSP. O
grupo 3 reuniu todas as cultivares SP e mais algumas RB. Pode-se observar ainda que 0s grupos
1 e 2 partem de um ramo comum no dendrograma, sugerindo maior relacionamento entre as

cultivares pertencentes a estes dois grupos em relacdo as pertencentes ao grupo 3.

Os principais programas de melhoramento de cana-de-agucar no Brasil utilizaram,
basicamente, 0s mesmos grupos de genitores no desenvolvimento de suas variedades comerciais,
de modo que a grande similaridade entre os genétipos aqui observada é considerada normal. Alta
similaridade genética entre gendtipos de cana-de-acucar tem sido relatada em diversos estudos
(SELVI et al., 2003; AITKEN; JACKSON; McINTYRE, 2006; CRESTE et al., 2010). Uma
analise na genealogia das variedades até a terceira geracdo, realizada no sistema Caiana que
gerencia o banco de germoplasma do IAC revelou que h& recorréncia de um ndmero restrito de
gendtipos parentais das cultivares usadas neste trabalho. De modo geral, os gen6tipos ‘Co419’,
‘NA56-79°, ‘POJ2878’, ‘RB72-454’, ‘SP70-1143°, ‘SP70-1284", ‘SP71-1088’, ‘SP84-2066 e
‘SP71-345 apareceram de forma bastante frequente como parentais das cultivares pertencentes

aos trés grupos aqui identificados.

Analisando-se apenas os parentais de primeira geracdo em cada grupo, observou-se que 0
gendtipo ‘RB72-454° aparece com freqiiéncia na genealogia das demais cultivares da série RB.
Curiosamente, essas cultivares se dividiram entre os grupos 1 e 3, embora fosse esperado que elas
estivessem apenas no grupo 3 com base nos registros genealdgicos ao longo das trés geracoes.
Considerando somente as cultivares IACSP do grupo 1, observou-se que a maioria sdo meios-
irmé&os e irmaos completos, derivados de cruzamentos biparentais. Entre essas cultivares destaca-
se a ocorréncia dos genotipos ‘SP77-5181°, ‘SP80-185, ‘SP82-6108’ e ‘SP84-2066° como
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parentais de primeira geragdo em 44% dos casos. As cultivares do grupo 2 praticamente nédo
apresentaram parentais de primeira geragdo em comum. No entanto, entre os parentais de
segunda e terceira geracdes, destacam-se 0s gendtipos ‘Co419’, ‘P0OJ2878°, ‘SP70-1143’, ‘SP70-
1284’ e ‘SP71-1088°. Outra caracteristica das cultivares desse grupo é que a maioria (73%) é
resultante de policruzamentos (Tabela 1). No entanto, a anélise das trés geracdes de parentais das
cultivares do grupo 2 ndo sugere nenhuma explicacao razodvel para o agrupamento das cultivares
da séria CTC junto com cultivares IAC. Por sua vez, 0s parentais de primeira geragdo mais
comuns nas cultivares do grupo 3 foram ‘RB72-454°, ‘SP70-1143’ e ‘SP71-1088’. Neste grupo,
especialmente entre as variedades da série SP, destaca-se a forte ocorréncia de variedades Co
(originarias do programa de melhoramento de Coimbatore), CP (Canal Point) e H (Hawai) na

genealogia dessas cultivares em todas as geracdes analisadas.

Embora uma analise aprofundada das relagdes genealdgicas esteja fora do escopo deste
trabalho, observou-se de um modo geral que as cultivares relacionadas em termos genealogicos
localizaram-se préximas umas das outras no dendrograma. Por exemplo, no grupo 1 existe um
agrupamento reunindo as cultivares ‘IACSP95-5000°, ‘IACSP97-6682°, ‘IACSP97-7065’,
‘IACSP97-2053°, ‘IACSP97-2055°, ‘IACSP97-3402° e ‘IACSP97-3406°, todos possuindo a
cultivar ‘SP84-2066° como parental feminino de primeira geracdo. Outro agrupamento €
representado pelas cultivares ‘IACSP96-2042°, ‘IACSP94-2094’, ‘IACSP94-2101’, ‘IACSP94-
2180°, ‘IACSP94-4002° e ‘IACSP94-4004’, as quais possuem ‘SP77-5181’ como parental de
primeira geracdo, com excecdo do genotipo IACSP94-2094 que pelos registros genealdgicos ndo
compartilha nenhum parental em comum com as demais cultivares até a terceira gera¢do. Outro
exemplo ainda no grupo 1 é o das cultivares ‘RB83-5054°, ‘RB84-5210" e ‘RB84-5257" que
agruparam quase todas proximas a ‘RB72-454’ que é seu progenitor feminino. A excecéo foi dos
gendtipos ‘RB85-5035’ e ‘RB83-5486, 0s quais ndo possuem a ‘RB72-454’ em sua genealogia,
mas sdo meio-irméos por compartilharem o parental feminino ‘L6014°. Curiosamente estas
cultivares se posicionaram distantes no dendrograma. No grupo 2 o estabelecimento dos
agrupamentos menores considerando as informacdes genealogicas foi menos evidente, a ndo ser
pela presenga de parentais em comum nas geragdes mais avancadas, conforme ja comentado
anteriormente. No grupo 3 houve uma agrupamento envolvendo 13 cultivares RB e SP. Neste

agrupamento todas as cultivares sdo derivadas de ‘RB72-454 ou de ‘SP70-1143 e em alguns
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casos derivam do cruzamento direto entre esses dois parentais. Destacam-se ainda o
agrupamento das cultivares ‘SP80-3280°, ‘SP80-1842" e ‘SP80-1816°, todas filhas da cultivar
‘SP71-1088’. As demais cultivares, de modo geral, ndo apresentaram gendtipos parentais em
comum nas primeiras geragdes. No entanto, entre eles € comum a ocorréncia de genotipos CP

em geracdes mais avangadas.

Como visto, a compreensao das relacfes genéticas dentro do género Saccharum é bastante
complexa. Abordagens baseadas em marcadores moleculares devem considerar entre outras
coisas uma boa cobertura do genoma, embora ndo se possa determinar com exatiddo a quantidade
minima necessaria para tal; o tipo de marcador a ser usado e as regifes do genoma atingidas por
esse marcador; o tamanho da populacéo e, se envolver genoétipos selvagens, a origem desses
materiais; e métodos estatisticos adequados. Mesmo assim, nem sempre 0s resultados obtidos
correspondem as informacdes fornecidas pelos registros genealdgicos. Embora os registros
atuais sejam confidveis, 0os mais antigos podem ndo ter a mesma confiabilidade o que é, sem
duvida, um complicador na determinacdo exata dos ancestrais das cultivares atuais. A natureza
dominante dos marcadores também contribui para a perda de poder na discriminacdo das
cultivares. Além disso, a poliploidia do genoma de cana e, especialmente a aneuploidia, sdo

fatores que certamente contribuem para algumas das distor¢Ges observadas.



86

TACSP953018

IACSPO53028
———— IACSP962037

L 71ACSP962041

TACSP262100
TACSP962086
RB83 5486

IACSPO72025
RB72454

RB83 5054
IACSPO63057

845210

RB!
RB84 5257

IACSPO72000

IACSP952289
207

IACSP967586

TACSP992058

IACSP972100

IACSP973354

RB855035
IACSPO55000

TIACSP976682

IACSPO77065

IACSP972053

IACSPO7 2055

IACSP97 3402

TACSP973406

TACSP962019
IACSP962022

IACSPO3 6006

NA5679

[ACSP992033

POJ2878

IACSP962042
IACSP94 2094

IACSPO42101

IACSP942180

IACSP94 4002

TACSP944004

IACSP952213

CTC2
TAC873396

TAC4865

IACG4257
IACO13003

IACO15155

[ACSP93 1042
C

TC1
CTC7

CTC3

CTC8

e
-
=

CIC11
IACSPO3 2060

CIC12
TAC823002

IACE22045

TAC834157

IACB62210

TACB62480

TACSP933046

IACSP93 3050
TAC911099

IACO14168

IACO12195

%%

TACO12205

IAC012218

SP711406

SP791011

SP891115

SP813250

SP911049

SP803280

33

SP86 155

SP85 5077

842025

SP85 3877
SP87344

365
SPO0 1638

SP701143
RB855536

SPO03414
SP8642

SP83 2847

SPO13011

RB928064

RBO3 5744

RB8551356

RB855453
RB92579

RB92 5345

RBO25211

RB925268

BADILADEJAVA

SES 205A

75

Grupo 1

Grupo 2

Grupo 3

Figura 3 - Dendrograma mostrando as relagdes genéticas entre os 103 gendtipos cultivados de cana e 3 genotipos
O método de agrupamento foi Neighbor-Joining modificado segundo Gascuel (1997)

selvagens.
utilizando a matriz de dissimilaridade genética de Dice.

principais grupos. A barra indica a distancia entre os gendtipos

S80 mostrados apenas o0s bootstraps dos



76

A diferenciacdo observada entre os gendtipos pertencentes a diferentes programas de
melhoramento é de certa forma, surpreendente, no sentido que houve uma profusa mistura de
alguns genotipos parentais na formacdo das cultivares, conforme evidenciada na analise
genealogica. Jannoo et al. (1999a) verificaram que o agrupamento das cultivares de acordo com
0 programa de melhoramento em seu estudo se deveu ao fato de alguns marcadores serem
especificos ou apresentarem maior freqliéncia em certos grupos de cultivares. Eles observaram
que estes marcadores também eram especificos ou predominantes no genoma de S. spontaneum e
ao analisar a genealogia daquelas cultivares foi possivel determinar que elas herdaram tais

marcadores de hibridos interespecificos que continham S. spontaneum em sua genealogia.

Creste et al. (2010) utilizaram marcadores TRAP especificos para genes do metabolismo
de aclcar e de resisténcia a seca, visando estimar a variabilidade genética entre 53 gendtipos
cultivados pertencentes a diferentes programas de melhoramento. Também foram incluidas
quatro espécies selvagens do género Saccharum e uma espécie de Erianthus. No entanto, um
agrupamento claro envolvendo genotipos em funcdo do programa de melhoramento nao foi
observado, provavelmente porque os genes usados expressaram polimorfismos de regides
especificas do genoma de cana e ndao puderam refletir de forma mais ampla a variabilidade
existente na populacdo. Mesmo assim, uma analise do nivel de variabilidade determinou que a
maior parte da varia¢do para os caracteres estudados estava dentro de cada programa e somente

uma fracdo pequena estava distribuida entre eles.

Para complementar a andlise de agrupamento realizada através do dendrograma um
segundo método baseado em analise de componentes principais (PCoA) foi utilizado. Enquanto
0s métodos baseados em distancias genéticas tendem a representar as relacdes entre os individuos
em termos de sua genealogia, 0s métodos baseados em analise de componentes principais
representam estas relacbes em termos da diversidade ou da variacdo presente na populacgéo.
Além de fornecer uma estimativa dos niveis de variabilidade na populacdo este método de analise
permite determinar com mais clareza a ocorréncia de subgrupos na populagdo. Neste sentido, a
realizacdo desta analise forneceu uma primeira indicacdo do nimero de subgrupos presentes na
populacdo de mapeamento por associagdo. Uma vez que os gendtipos selvagens ndo fazem parte
do painel de associacdo e para evitar eventuais distor¢des na distribuicdo dos grupos introduzida

por sua presenca, estes gendtipos ndo foram considerados na anélise.
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O resultado dessa anélise mostrou que 23,4% da variagdo na populacdo foi explicada
pelos quatro componentes principais. Resultado semelhante foi relatado por Brown et al. (2007)
em que os trés primeiros eixos explicaram 22,5% da variacdo. Segundo os autores esse valor
representa um bom ajuste do modelo, dada a variabilidade existente na populacdo e o grande
namero de marcadores usado. A Figura 4 mostra 0 agrupamento das cultivares resultante da

andlise dos dois primeiros componentes principais, os quais explicaram 16,6% da variag&o.
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Figura 4 - Agrupamento dos 103 genotipos cultivados de cana revelados pelo método PCoA. A numeragdo dos
grupos corresponde & mesma numeracdo adotada no dendrograma. Os dois primeiros eixos ou
componentes principais estdo indicados na figura com os respectivos valores de variacdo distribuidos em
cada eixo

Houve uma completa correspondéncia entre 0s grupos formados através deste método e 0s
grupos formados no dendrograma. Isso se deve em parte ao fato dos dois métodos serem

baseados em distancias genéticas. Observa-se que o eixo 1 foi responsavel por 10,5% da



78

variagcdo e separou o grupo 3 dos demais grupos, enquanto que o eixo 2 explicou 6,1% da
variagao e separou 0s grupos 1 e 2, resultado que reforga uma maior similaridade entre esses dois
grupos. Nota-se também que os grupos 2 e 3 apresentam dispersdo ligeiramente maior que o
grupo 1. Uma analise da similaridade genética média dentro de cada grupo foi realizada como
forma de medir indiretamente a diversidade genética dentro de cada grupo. Os valores obtidos
foram: SG; = 0,70, SG, = 0,67 e SG3 = 0,66. As diferengas ndo foram muito grandes, mas

confirmam a tendéncia e haver maior variacdo nos grupos 2 e 3 em relacéo ao grupo 1.

Portanto, os resultados apresentados no dendrograma, na andlise de componentes
principais, e considerando ainda a analise da genealogia e os valores de similaridade média
dentro dos grupos, quando analisados conjuntamente sugerem que 0S grupos 2 e 3 sdo 0S que
apresentam maior variabilidade. O fato do grupo 1 ter apresentado o maior valor de similaridade
genética confirma a andlise de genealogia discutida anteriormente que mostrou que a maioria das

variedades sdo de irmdos completos e de meio-irméaos.
3.4 Niveis e estrutura do desequilibrio de ligacdo no genoma de cana

A avaliacdo dos niveis de desequilibrio é uma etapa critica num estudo de associacao,
pois a extensdo desse desequilibrio no genoma da espécie determina a resolucdo da andlise de
mapeamento por associacdo. Tem sido observado que a estrutura do desequilibrio é uma
caracteristica especifica da populacdo ou dos locos em estudo. Portanto, a correlagdo entre locos
numa populagdo pode ser influenciada por diversos fatores como presséo de selegdo, migragéo,
deriva, mutacdo e ligacdo fisica, de modo que uma distincdo entre o desequilibrio de ligacédo
resultante de ligacdo fisica entre os locos das demais causas é essencial para a compreensdo de
sua estrutura no genoma e também para se compreender como essa estrutura influencia os niveis

de associagéo entre QTLs e caracteres fenotipicos.

A partir das 243 marcas oriundas do mapa genético da populacdo ‘SP80-180" x ‘SP80-
4966° foram obtidas 29.403 correlagOes, sendo 2.157 exclusivamente entre marcas ligadas, ou
seja, dento dos grupos de ligacdo e 27.246 entre marcas de grupos diferentes ou marcas néo
ligadas. Os valores dos coeficientes de correlacdo r? para cada grupo de marcas foram plotados
num unico grafico para permitir uma andlise da estrutura do desequilibrio de ligagcdo no genoma

de cana. No caso das marcas ligadas os valores foram expressos em funcdo da distancia genética
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que as separa. Como o maior dos grupos de ligacdo possui comprimento de 93 cM, adotou-se a
distancia de 100 cM para representar as marcas nédo ligadas (Figura 5).
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Figura 5 - Estrutura do desequilibrio de ligacdo em funcgéo da distancia genética para 243 marcas AFLP, RFLP, SSR
e TRAP do mapa genético construido a partir de uma populacdo de 92 individuos do cruzamento entre 0s
clones ‘SP80-180" x ‘SP80-4966°. A linha horizontal tracejada representa o percentil 97,5% da
distribuicdo de r® para marcas localizadas em grupos de co-segregacdo diferentes (marcas néo ligadas) no
mapa genético. A linha sélida representa a curva de regressdo para os dados ajustada com a fungéo de
LOESS

Entre as marcas ligadas as estimativas de desequilibrio variaram de 4,0 x 10° a 1,0 com
uma media de 0,1490. Para as marcas nao ligadas os valores variaram de zero a 0,4596 com
valor médio de 0,0161. Para diferenciar associa¢fes verdadeiras de associacdes falsas dois
métodos distintos foram usados. O primeiro consistiu no estabelecimento de um nivel critico de
significancia (5%) para comparagdo com os p valores associados as estimativas dos coeficientes
de desequilibrio de ligacdo, utilizando para tal a correcdo de Bonferroni. Em relacdo ao numero
total de correlagdes observou-se que 402 (1,36%) apresentaram desequilibrio significativo apos a
correcéo de Bonferroni (p < 1,70 x 10°®) sendo que a imensa maioria destas associagoes (396)
foram entre marcas ligadas e 6 entre marcas ndo ligadas (0,002%). Considerando apenas as
marcas ligadas e a distribuicdo de suas associagdes em relacdo as distancias genéticas observou-

se que 174 (43,9%) envolviam marcas separadas por distancias menores que 10 cM. Este
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percentual atinge o valor de 98% quando se analisa as associagdes até 30 cM no mapa. Houve,
no entanto, um par de marcas (DIR2A3.2 e DIR1A1.2) separadas por 60 cM que exibiram
associacgdo significativa. O p valor associado a estimativa da correlacdo entre essas marcas foi
1,19 x 10°. Mesmo préximo do limite critico estabelecido pela correcdo de Bonferroni, este
valor foi baixo o suficiente para descartar um provavel escape do teste estatistico. Embora nédo
seja possivel com base apenas nessa evidéncia determinar a causa exata de tal resultado, sabe-se
que diversos fendmenos genéticos poderiam criar situacbes como essa. O préprio histérico de
melhoramento da cana pode ter favorecido o estabelecimento de grandes blocos cromossémicos
em elevado desequilibrio conforme tem sido demonstrado (JANOO et al., 1999a; RABOIN et al.,
2008; WEI et al., 2010).

Analisando de forma mais cuidadosa estas duas marcas, verificou-se que ambas estavam
presentes num grupo de co-segregagdo que reuniu 52 marcas do tipo TRAP, todas relacionadas
ao metabolismo de acUcar e fibra (CG 3 - Anexo A). As proprias marcas séo membros de uma
familia de genes que codificam proteinas dirigentes (DIR), as quais estdo relacionadas aos
processos de defesa e sintese de fibras (CALSA Jr., 2005; CASU et al., 2004; DAMAJ et al.,
2010). Portanto, este grupo de co-segregacdo parece abrigar grupos de genes envolvidos com
processos fisioldgicos relacionados o que € um fendmeno relativamente comum. Em cana-de-
acucar isso poderia ter acontecido nas fases iniciais de melhoramento com o estabelecimento de
alguma combinacdo favoravel de genes em uma ou poucas cultivares hibridas. O processo de
fixacdo desta combinacdo poderia ter se intensificado a partir do uso freqlente deste(s)
gendtipo(s) nas fases seguintes de melhoramento ou pelo uso recorrente de gendtipos
aparentados. Raboin et al. (2008) relataram que cromossomos hibridos entre S. officinarum e S.
spontaneum parecem possuir segmentos grandes em elevados niveis de desequilibrio e que tais
cromossomos identificados na cultivar ‘R570° demonstram uma taxa de recombinagdo menor,
contribuindo desta forma para a manutencdo dessas combinagbes. No caso da populagdo de
mapeamento brasileira o cruzamento foi realizado a partir dos clones elite SP80-180, parental
feminino com alta producdo de colmos e baixo teor de agucar, com SP80-4966, parental
masculino com baixa producdo de colmos e alto teor de aclcar (GARCIA et al., 2006). Uma
analise da genealogia dessas duas cultivares (Figura 6) evidencia que a cultivar ‘P0OJ100’
desempenhou um papel importante na formacdo dos dois progenitores da populacdo de

mapeamento.
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A cultivar ‘POJ100’ participou, por exemplo, como parental feminino das duas cultivares
que originaram a cultivar ‘POJ2878’. Esta, por sua vez, foi o parental feminino da cultivar
‘Co419’ que foi autofecundada para obtencéo da ‘NA56-79’. A partir desta Gltima cultivar foram
realizados dois ciclos de policruzamento até a obtencdo do genotipo ‘SP80-4966°. Do lado da
cultivar ‘SP80-180°, ‘POJ100’ aparece como parental masculino de terceira geragdo. Portanto, o
tamanho efetivo da populacdo de mapeamento se restringe a poucos genotipos e esse historico
endossa a origem de uma combinagdo de genes relacionada ao metabolismo de aclcar em alto
desequilibrio, tendo a cultivar ‘P0OJ100° como o gendtipo onde esta combinacdo provavelmente

se originou ou através do qual ela foi passada as demais geragdes.

Outra situacdo ocorrida, porém bem mais comum do que a anterior, foi a de marcas
separadas no mapa de ligacdo por distancias pequenas, mas que ndo Sse mostraram
significativamente associadas. Obviamente uma distancia menor ndo implica necessariamente
em desequilibrio significativo. Sendo assim, verificou-se, por exemplo, que nos primeiros 5 cM

houve 165 (66,8%) pares de marcas de um total de 247 com associa¢fes ndo significativas.

Sabe-se que o método de Bonferroni é extremamente conservativo e que associaces
verdadeiras podem ser deixadas de fora em funcdo do rigor do teste. Por isso um segundo
método baseado numa analise de carater gréfico foi adotado (BRESEGHELLO; SORRELS,
2006; ROBBINS et al., 2011). Neste método é estabelecido um nivel critico de desequilibrio a
partir da distribuicdo dos valores das correlacdes entre as marcas nao ligadas, tomando-se um
valor de corte nesta distribuicdo que corresponde, no minimo, a 95% da distribuicdo. Uma curva
de regressdo dos dados é calculada e o ponto de intersecdo entre esta curva e o limite critico
anterior determina no eixo das distancias a extensdo do desequilibrio. A analise da Figura 5
mostra o resultado obtido através desta estratégia. Em linhas gerais o grafico evidencia uma
queda relativamente suave no nivel de desequilibrio. Observa-se que houve poucos valores de
desequilibrio com r? = 1 ou préximos, fazendo com que a curva tivesse inicio num valor pouco
maior que 0,2. Considerando o ponto de intersecdo entre a linha que representa o limite critico
(r* = 0,0883) e a curva de regressdo, verifica-se que o desequilibrio de ligacdo foi bastante
comum em distancias de até 40 cM. Diferentemente da primeira abordagem que é usada para
determinar o nimero de associagdes estatisticamente significativas, esta outra permite avaliar a

extensdo em que o desequilibrio esta presente no genoma. E claro que os dois métodos estdo
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relacionados, conforme foi discutido anteriormente que a maioria das associagdes significativas,
detectadas pela primeira abordagem, situam-se nos limites estabelecidos pela segunda, ou seja, 30
cM.

Analisando de forma mais detalhada a curva de regressdo percebe-se que os valores
médios dos coeficientes de correlacdo foram relativamente constantes a medida que se avanga no
mapa até o limite de 40 cM. Esse resultado contrasta um pouco com os resultados ja relatados na
literatura demonstrando forte concentracdo de desequilibrio em distdncias mais curtas. O
primeiro estudo que analisou os niveis de desequilibrio no genoma de cana foi realizado por
Jannoo et al. (1999a) numa populacdo de cultivares originarias principalmente do programa de
melhoramento das ilhas Mauricius. Este trabalho usou como referéncia o mapa da cultivar
‘R570° e foi observado que os niveis mais significativos de desequilibrio envolviam marcas
distanciadas a menos de 10 cM e ainda que dois tercos das marcas em desequilibrio eram
derivadas de S. spontaneum. Os autores relatam que, embora somente cerca de 20% do genoma
das cultivares modernas seja derivado dessa espécie, esta observacdo pode estar relacionada a
maior resolucdo dos marcadores moleculares nesta fracdo do genoma e ao maior polimorfismo
também associado a ele. Raboin et al. (2008) e Wei et al. (2010) por sua vez, obtiveram
resultados muito parecidos em que 0s niveis mais expressivos de desequilibrio se concentraram
nos primeiros 5 cM, caindo rapidamente, mas com valores ainda significativos até 25-30 cM e,
ocasionalmente, atingindo 40 cM. Apesar da discordancia no nivel observado nas distancias mais
curtas os resultados aqui apresentados e os da literatura estabelecem a distancia até 40 cM como
o limite para a maior parte do desequilibrio de ligacdo significativo no genoma de cana. Essa
diferenca pode estar relacionada ao nimero de marcas utilizadas. Neste estudo foram usadas 243
marcas, contra 1.057, 396 e 310 utilizadas nos trabalhos citados anteriormente nesta mesma
ordem. Embora houvesse disponivel 1.923 marcas 0 objetivo era somente obter uma
caracterizagdo geral dos niveis de desequilibrio numa populagdo oriunda de cultivares brasileiras,
ja que dos outros trabalhos, dois foram realizados com a cultivar francesa ‘R570’ e 0 outro com a
cultivar australiana ‘Q165’. Deste modo, considerando que o desequilibrio é uma caracteristica
que depende, entre outros fatores, da origem da populacéo, pode ser que parte dessas diferencas
esteja associada ao histérico de melhoramento particular de cada populacdo. Por exemplo,

Raboin et al. (2008) discutem que a maioria dos blocos em desequilibrio observados na cultivar
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‘R570” seriam herdados da ‘C0213’ e principalmente de ‘POJ2878’, dada a elevada recorréncia
dessas cultivares tradicionais na genealogia de ‘R570’.

O segundo grupo de marcas analisado, representado por um subconjunto de 405 alelos
genotipados na populacdo de mapeamento por associacdo, apresentou um valor médio de
correlacdo de 0,0153, muito semelhante ao valor médio das marcas néo ligadas do mapa genético.
No entanto, as correlacGes apresentaram uma distribuicdo de valores bem mais ampla, variando
de zero a 0,8535. Este valor maximo sugeriu a existéncia de desequilibrio significativo entre tais
marcas, o que foi confirmado ap6s comparagdo dos p valores associados a cada estimativa de r?
com o nivel de significancia corrigido por Bonferroni. Desta forma, foram observadas 56
correlacBes significativas (p < 6,11 x 10”) correspondendo a 0,068% das 81.810 correlacdes
testadas neste conjunto de marcas. Comparando-se o coeficiente médio de correlagcdo destas
marcas (r* = 0,400) com o das marcas ligadas do mapa de ligacdo que também exibiram
desequilibrio significativo (r* = 0,3929), verifica-se que os valores foram também muito
semelhantes. A mesma situacdo acontece quando se compara as menores correlacdes
significativas que foram r® = 0,2523 para as marcas do mapa genético e r’> = 0,2463 para as da
populacdo de mapeamento por associa¢do. Portanto, pode-se inferir a partir destas comparacoes

que niveis idénticos de desequilibrio existem nas duas populagoes.

Apesar de ser uma espécie aldbgama e com elevada heterozigosidade nos locos, a estrutura
do desequilibrio no genoma das cultivares modernas de cana se aproxima mais da estrutura de
espécies com autofecundacdo. A origem a partir de um numero limitado de gendtipos
fundadores; o sistema de reproducdo assexuada; o uso recorrente de genotipos aparentados nos
cruzamentos e o numero limitado de geracdes transcorridas desde as primeiras hibridacdes que
originaram as cultivares modernas, contribuiram para que os elevados niveis de desequilibrio
presentes no genoma da cana-de-agucar (HUANG; AITKEN; GEORGE, 2010). Os resultados
apresentados no presente estudo estdo em linha com aqueles apresentados por Jannoo et al.
(1999), Raboin et al. (2008) e Wei et al. (2010), demonstrando que o desequilibrio de ligacéo €
um fendmeno comum no genoma de cana e que uma caracterizagdo aprofundada de sua estrutura
pode fornecer informacdes relevantes nao so para a identificacdo de alelos associados a caracteres
importantes, mas relevantes também para elucidar a evolucdo das cultivares modernas de cana-

de-acucar.
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3.5 Andlise de estruturacéo pelo programa STRUCTURE

Uma das principais preocupac@es no mapeamento por associagdo é a ocorréncia de
associacOes falsas resultantes da existéncia de subgrupos na populagdo de mapeamento
(PRITCHARD; ROSENBERG, 1999; PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY, 2000; YU et
al., 2006; ZHAO et al., 2007). Mesmo que os individuos selecionados para compor a populagéo
sejam considerados ndo relacionados a priori, sempre haverd alguma estruturacdo subjacente,
relacionada a algum fator desconhecido ou ndo considerado. Por exemplo, se uma dada
caracteristica for bem mais comum em alguns individuos na populacéo e, se neste mesmo grupo a
freqiéncia de um alelo for também mais alta, havera associacdo estatistica positiva entre este
alelo e a caracteristica sem que, na verdade, haja uma relacdo causal do ponto de vista genético.
Portanto, a estruturagdo é resultante de freqiiéncias alélicas diferenciais entre grupos de geno6tipos
que compdem uma populacdo sendo que cada grupo possui sua propria composicdo genética e
esta pode ndo estar relacionada a caracteristica que esta sendo considerada no estudo. Todas as
populacdes estdo sujeitas a fatores estruturantes. Popula¢bes de melhoramento, por exemplo,
passam por um continuado processo de selecdo artificial, intrinseco a atividade. Populagdes
naturais estdo sujeitas, por exemplo, a selecdo natural, deriva e migracdo. Assim, cada um destes
fatores atua isoladamente ou em conjunto para moldar os diversos niveis de estruturacdo que

podem ocorrer numa populacao.

Existem diversos métodos para lidar com esta questdo como, por exemplo, Controle
Gendmico (DEVLIN; ROEDER, 1999), Analise de Componentes Principais (PCA) (PRICE et
al., 2006), e métodos baseados em estatistica bayesiana como o proposto por Corander et al.,
(2008) e implementado no programa BAPS e o método de PRITCHARD et al. (2000)
implementado no programa STRUCTURE. A finalidade béasica de todos estes métodos é reduzir
ou eliminar a proporcdo de testes falsos positivos na analise de associagdo. Consideradas as
diferencas metodoldgicas de cada um, ndo € tarefa simples determinar qual deles é o mais
apropriado para cada situacdo, embora este seja um ponto de importancia critica numa anélise de
associagao. Por exemplo, o Controle Genémico é bastante utilizado em estudos de associacdo em
humanos devido a sua facilidade de aplicacdo em dados fenotipicos de natureza binaria, comum
em esquemas de analise conhecidos como TDT (Transmission Desequilibrium Tests) (KANG et
al., 2008). Na abordagem de Componentes Principais 0s autores propdem o uso de uma matriz
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contendo os principais eixos que explicam a maior parte da variagdo presente na populagdo. Uma
vantagem do método proposto por Corander et al. (2008) € que ele pode usar informacGes de
sequéncias de DNA ou dados de marcadores moleculares. Em linhas gerais este método é muito
semelhante ao proposto por Pritchard et al. (2000). Atualmente o método implementado no
programa STRUCTURE é, sem duvida, o mais usado para o controle dos efeitos de estruturacéo.
Neste trabalho, além da analise de agrupamento pelo método de DICE e da Anélise de
Componentes Principais (PCoA), ambos baseados em distancias genéticas, utilizou-se também o
programa STRUCTURE para avaliar a presenca de estruturacdo na populacdo de mapeamento

por associagéo.

Uma etapa importante da analise é a definicdo do modelo de ancestralidade dos individuos
na populacdo, ou seja, deve ser informado ao programa se os individuos possuem origem dentro
de um Unico grupo ou se eles possuem ancestralidade em vérios grupos. Dado que as cultivares
de cana-de-acUcar que compdem a populacdo de mapeamento, independentemente do programa
de melhoramento ao qual pertencem, compartilham gendtipos ancestrais comuns definiu-se o
modelo de ancestralidade mista (admixed model) como o mais adequado para a analise dos dados.
Pela mesma razdo, definiu-se o modelo de freqiiéncias correlacionadas para o modelo de
frequéncias alélicas. Utilizando estes parametros e testando a hipdtese de até sete grupos na
populacdo foram obtidos os resultados que estdo apresentados nas Figuras 7 e 8, as quais
mostram, respectivamente, 0 nimero e a composi¢do dos grupos detectados. Os resultados foram
bastante claros e evidenciam a presenca de trés grupos na populagéo (K = 3). Para permitir uma
comparagdo com 0s outros dois métodos a mesma nomenclatura dada aos grupos foi mantida. A
determinacdo do nimero exato ou mais provavel de grupos na populacdo, a partir do resultado
apresentado na Figura 7, consiste em identificar o valor de K para o qual o valor “Delta K” ¢
méaximo (EVANNO; REGNAULT; GOUDET, 2005).
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Figura 7 - Determinacdo do ndmero de subgrupos na populagdo de mapeamento por associagdo de acordo com o
método proposto por Evanno, Regnault e Goudet (2005). No eixo x é representado o nimero provavel de
subgrupos K e no eixo y a estatistica AK

A Figura 8 representa a distribuicdo das cultivares nos trés grupos, bem como a
ancestralidade expressa como a composi¢do gendmica de cada cultivar a partir dos K grupos
identificados. Ela confirma também, com algumas excecdes, a composicdo dos grupos em
termos das cultivares presentes, conforme resultados apresentados no dendrograma (Figura 3) e

Analise de Componentes Principais (Figura 4).
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Figura 8 - Composicao dos grupos identificados através do programa STRUCTURE. As cultivares estdo dispostas ao
logo do eixo horizontal e cada uma é representada por uma Unica linha vertical dividida em segmentos
coloridos proporcionais a fracdo de seus genoma (valor Q) oriundo em um dos K grupos
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Observa-se que todas as cultivares apresentaram alguma fracdo de seu genoma com
origem em pelo menos um dos outros grupos, mas, obviamente, com a maior parte de seu
genoma oriundo do préprio grupo ao qual foram alocadas. As diferencas na alocacao de algumas
cultivares em relacdo aos resultados das analises anteriores envolveram somente 0s grupos 1 e 2.
Trés cultivares, ‘IACSP93-6006°, ‘IACSP95-2213° e °‘RB85-5035’, que haviam sido
classificadas anteriormente no grupo 2, foram incluidas nesta anélise no grupo 1. Duas delas
apresentaram genomas fracionados quase pela metade entre os grupos 1 e 2: ‘IACSP95-2213’
(49%:47%) e ‘RB85-5035" (50%:44%). Em alguns trabalhos é estabelecido um nivel minimo
para declarar um genétipo como pertencente a determinado grupo (AGRAMA,; EIZENGA,; YAN,
2007; TOMMASINI et al., 2007; REIMER et al., 2008; ABDURAKHMONOV et al., 2009).
Genotipos com valores abaixo do minimo estabelecido sdo classificados como hibridos. Neste
caso, as duas cultivares citadas seriam consideradas de origem hibrida. No entanto, neste estudo
adotou-se como critério o maior valor Q apresentado pela cultivar para aloca-las em um dos
grupos. O programa STRUCTURE utiliza uma abordagem baseada em freqtiéncias alélicas para
alocar os gendtipos em cada grupo, enquanto que as analises do dendrograma e de componentes
principais utilizam indices que expressam a distancia genética entre 0s genotipos. Mesmo assim,
as diferencas observadas ndo chegam a ser significativas o suficiente para alterar a estrutura ja
observada. Portanto, com base nesta e nas outras analises 0 nimero de grupos presentes na

populacdo de mapeamento foi igual a trés.

Ha& poucos exemplos de aplicacdo deste método em cana-de-acUcar disponiveis na
literatura. Wei et al. (2006) avaliaram a ocorréncia de estruturacdo numa populacdo de 154
clones do programa de melhoramento australiano BESES-CSIRO, mas relatam que ndo foi
possivel, com base apenas no resultado do STRUCTURE, definir o nimero exato de grupos. Os
autores adotaram, entdo, utilizar a probabilidade posterior associada as estimativas de K (In
Pr(X/K) que forneceu ao mesmo tempo a menor variagédo entre dois valores sucessivos de K e a
matriz de ancestralidade Q que melhor correspondeu aos dados genealdgicos, definindo o valor
de K = 8. Segundo Wei et al. (2010) esta dificuldade pode estar relacionada a incapacidade do
programa em lidar com as complexas inter-relacdes existentes nas populacfes de cana e que o
uso de informacdes baseadas na genealogia das cultivares poderia ser suficiente para refletir esta

complexidade.
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3.6 Medidas dos coeficientes de coancestralidade

O método de associacdo de Yu et al. (2006) tem a vantagem de incorporar num Unico
modelo diversos niveis de estruturacdo, sendo um deles as estruturas resultantes das relacfes de
parentesco entre os individuos. A ocorréncia de individuos relacionados genealogicamente
resulta num tipo de estruturacdo dificil de determinar, principalmente quando os registros
genealdgicos ndo sdo precisos. Estas relagdes podem ser determinadas ou estimadas por meio do
uso de marcadores para o calculo de coeficientes de coancestralidade que refletem, na verdade, a
proporcao de alelos idénticos por descendéncia (IBD). Para os dados de cana-de-agucar obtidos
neste estudo foram calculados dois coeficientes expressando as rela¢fes de parentesco entre 0s
individuos. A analise dos 850 alelos SSR e AFLP pelo programa SPAGeDI (HARDY;
VEKEMANS, 2002) forneceu as estimativas dos coeficientes de coancestralidade (Fj;) entre os
103 gendtipos do painel de associacdo de acordo com o método proposto por Hardy (2003)
(Figura 9).

2000 3000 4000

Frequéncia

1000

T T T T 1
0.0 01 0.2 03 0.4

Coeficiente de Coancestralidade

Figura 9 - Distribuicgo das estimativas dos coeficientes de coancestralidade (F;) calculados para os 103 gendtipos de
cana-de-agUcar pelo segundo o método proposto por Hardy (2003)
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Os valores tendem a seguir um padrdo continuo de distribuigdo e evidenciam a existéncia
de niveis elevados de relacbes de parentesco entre os individuos na populagdo. Em termos
numéricos, 41,4% das estimativas foram diferentes de zero, ou seja, houve um alto percentual de
individuos mostrando algum nivel de parentesco entre si. Este resultado estd de acordo com as

complexas relagdes de parentesco existente entre as cultivares de cana.

O calculo dos coeficientes Fj; por meio do programa SPAGeDI parte de algumas
pressuposi¢cGes como, por exemplo, a de que gendtipos parentais distantes sdo ndo relacionados.
No contexto da cana isso pode ndo ser verdade na maioria dos casos, mas acredita-se que esta
violacdo ndo causaria maiores consequéncias na analise de associacdo. Alternativamente,
utilizou-se o coeficiente de Gower como uma medida das relacbes de parentesco entre 0s
gendtipos do painel de associacdo. Este indice é, na verdade, uma medida de similaridade
genética entre dois genotipos e, neste caso, reflete a proporcdo de alelos idénticos por estado
(IBS). Tem sido mostrado que em algumas situacdes o uso de medidas baseadas em distancias
genéticas é tdo efetivo quanto as medidas obtidas pelo programa SPAGeDI na determinacéo das
relacbes de parentesco entre os individuos (ZHAO et al., 2007; KANG et al., 2008).

3.7 Andlises de associagao

Uma das principais vantagens do mapeamento por associa¢do € a possibilidade de utilizar
as informacdes fenotipicas acumuladas ao longo de anos num programa de melhoramento. No
entanto, pela prépria natureza do processo as linhagens e as cultivares comerciais em avaliagdo
mudam ao longo dos anos e nem sempre sdo avaliadas todas nos mesmos locais. Dados como
esses sdao chamados ndo balanceados. Além disso, eles sdo afetados por interacdes com 0s
ambientes bem como por variacdes espaciais nos experimentos. A obtencdo de estimativas
confiaveis dos efeitos genéticos é uma condicdo importante para se chegar a conclusdes corretas
a respeito das associagdes entre marcadores e caracteres. Modelos mistos sdo especialmente
apropriados para essa finalidade uma vez que a variavel de resposta pode ser expressa em funcéo
de fatores de efeitos fixos e aleatorios, utilizando diferentes estruturas de variancia-covariancia
para ajustar o melhor modelo aos dados. Em fungdo disso, tem sido sugerido o uso de BLUPs
(Best Linear Unbiased Predictors) na analise de associagdo, em vez do uso direto dos dados
fenotipicos brutos (ZHANG et al., 2009). Portanto, anteriormente & analise de associacdo 0s

dados fenotipicos foram analisados usando a abordagem de modelos lineares mistos. As
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estimativas dos BLUPs de cada cultivar nas quatro regifes e para cada um dos caracteres

avaliados encontram-se nos Anexos B a G.

O modelo de associagdo entre as marcas e 0s caracteres fenotipicos utilizou o método
proposto por Yu et al. (2006) e implementado no programa TASSEL (BRADBURY et al., 2007).
Este método é baseado em modelos lineares mistos e sua grande vantagem € que ele é capaz de
lidar com efeitos de multiplos niveis de estruturacdo dentro da populagdo. Estes efeitos foram
representados pela matriz K, calculada no SPAGeDI pelo método de Hardy (2003) e no programa
R pelo método de Gower (GOWER, 1971), e pela matriz Q de estrutura populacional,
discriminando a estrutura de grupos da populacéo, calculada no programa STRUCTURE. Como
havia duas matrizes K, K; para a matriz calculada pelo programa SPAGeDI, e K, obtida através
do indice de Gower, foram testadas, inicialmente, duas variacbes do modelo completo sendo a
primeiro com os efeitos Q + K; e a segunda Q + K,. Em seguida, os efeitos de estruturacdo Q
foram removidos, testando-se modelos reduzidos contendo apenas os efeitos de parentesco, K; e
Ko.

AssociacOes significativas foram observadas em todos os modelos testados, para trés dos
seis caracteres avaliados (N° de Colmos, Pol % Caldo e TCH) e em trés das quatro regioes
analisadas (Goias, Piracicaba e Ribeirdo Preto), incluindo trés associacdes de carater geral, ou

seja, valida para todas as regides (Tabela 8).

Considerando o modelo Q + K, observa-se que o carater Numero de Colmos mostrou-se
positivamente associado com um alelo de 150 pb do loco CIR56 na média das quatro regibes
analisadas (p < 0,0003529). Deve-se ressaltar, no entanto, que ndo se trata de uma associagdo
robusta visto que o valor g* usado para comparacdo com o p valor admitiu uma proporcéo de

falsos positivos de até 30%.

Ao utilizar a matriz de Gower para representar a estrutura de efeitos de parentesco no
modelo Q + K5, um segundo alelo de 283 pb, resultante de uma combinagéo de iniciadores AFLP
(ACG_CAT), mostrou associacdo também com o Numero de Colmos, mas somente para a regido
de Goiés. A robustez dessa associacéo (p < 2,35 x 10™) foi embora baixa, mas ligeiramente mais

forte do que a verificada anteriormente uma vez que se admitiu um valor g* <20%.
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A substituicdo da matriz de efeitos de parentesco K;, calculada pelo programa SPAGeDI,
para a matriz K, calculada com base no indice de similaridade de Gower, ndo teve nenhum
impacto em relacdo a quantidade de associacGes detectadas. Além disso, os dois modelos
completos foram capazes de identificar apenas associacfes moderadas entre os marcadores e 0S
caracteres fenotipicos em cana-de-agicar. Modelos que incorporam ao mesmo tempo as matrizes
Q e K vém sendo utilizados em estudos de associacdo com espécies aldgamas e autdgamas
(SZALMA et al., 2005; AGRAMA; EIZENGA; YAN, 2007; CROSSA et al., 2007,
GONZALEZ-MARTINEZ et al., 2007; IWATA et al., 2007; REIMER et al., 2008; YAO et al.,
2009). No entanto, ha relatos de que nem sempre seu desempenho é o melhor e que, em algumas
situacOes, modelos reduzidos que utilizam apenas a matriz de efeitos de parentesco oferecem
solugdes melhores (CASA et al., 2008; STICH et al., 2008; WANG et al., 2008).

Tabela 8 - Marcadores SSR ou AFLP associados com caracteres fenotipicos em cana-de-agUcar de acordo com
diferentes modelos de associagédo

Loco/ Alelo

Modelo Caracteristica Regido p valor g*
Combinagéo (pb)
Q+K;
CIR56 150 N° Colmos  Geral 321x10* 0,30
Q+K;
ACG_CAT 283 N° Colmos  Goias 2,00x10* 0,20
K,
CV60 190 Pol % Cana Ribeirdo Preto 1,10x 10* 0,10
CV106 156  Pol % Cana Ribeirdo Preto 1,56 x10° 0,20
AAG_CAC 415 Pol % Cana Ribeirdo Preto  1,12x10% 0,20
AAG_CAC 207  Pol% Cana RibeirdoPreto  8,10x 10" 0,20
AAG_CAC 176 Pol % Cana Ribeirdo Preto 1,16 x 10° 0,20
AAG_CAG 439 Pol % Cana Ribeirdo Preto 1,23x10° 0,20
ACG_CTT 728 Pol % Cana Ribeirdo Preto 4,97 x10* 0,20
ACG_CGC 462 TCH Piracicaba 1,82 x10* 0,20
K2
CVv60 190 Pol % Cana Ribeirdo Preto 2,06 x10* 0,20
ACG_CGT 324 N° Colmos  Geral 8,99 x10° 0,10

AGG_CAG 212 N° Colmos  Geral 1,95x 10" 0,20
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Dessa forma, quando se utilizou apenas a matriz de efeitos de parentesco do SPAGeDI
(K1) foram detectadas oito associagOes significativas envolvendo dois locos SSR e quatro
diferentes combinacdes de iniciadores AFLP (Tabela 8). Sete das oito associagdes foram
detectadas para a regido de Ribeirdo Preto, todas relacionadas a Porcentagem em massa de
sacarose (Pol % cana). Para a regido de Piracicaba houve uma associacgdo significativa entre uma
marca AFLP (ACG_CGC - 462 pb) e o carater Tonelada de Cana por Hectare. De todas as
associacfes, a que envolveu o loco CV60 com o cardter PCC apresentou o p valor mais
significativo, considerando o valor g* < 10%. Todas as demais associagdes foram validas para
valores de g* < 20%. Trés alelos AFLP da combinagdo AAG_CAC (415, 207 e 176 pb)

apresentaram associagdo com Porcentagem em massa de sacarose na regido de Ribeirdo Preto.

Quando foi utilizado o modelo que incorporou a matriz K, trés associagdes significativas
foram detectadas. Uma delas foi a mesma do modelo anterior, envolvendo o loco CV60 e o
carater PCC na regido de Ribeirdo Preto. As outras duas associacGes envolveram dois alelos
AFLP (ACG_CGT - 324 pb; AGG_CAG - 212 pb), ambas relacionadas ao carater Numero de
Colmos para a média das quatro regides.

Segundo Zhao et al. (2007), embora cada um dos dois termos do modelo completo
proposto por Yu et al. (2006) (matrizes Q e K) se proponham a capturar diferentes efeitos de
estruturacdo, ndo lhes parece clara a razdo para uso de dois termos que, no final, sdo usadas com
a mesma finalidade no modelo de associacdo. Para testar os efeitos de matrizes Q e K distintas
no modelo de associacdo, estes autores obtiveram matrizes Q calculadas através do
STRUCTURE e de analise de componentes principais (PCA) (PRICE et al., 2006) e também
duas matrizes K alternativas, uma calculada pelo SPAGeDI e uma segunda baseada apenas na
proporcdo de alelos compartilhados. A comparacdo entre os modelos completos do estudo de
Zhao et al. (2007) com o modelo completo proposto por Yu et al. (2006) mostrou que, de modo
geral, este modelo apresentou melhor desempenho, mas o uso de modelos utilizando apenas a
matriz K calculada com base na proporcao de alelos compartilhados forneceu resultados téo bons
quanto os dos modelos completos. Em alguns casos, o0 modelo reduzido forneceu resultados
inclusive melhores em termos de reducdo do numero de associacOes falsas. Os resultados
apresentados neste estudo, utilizando a proporg¢éo de alelos compartilhados por meio da matriz K;
ndo se mostraram téo satisfatérios quanto os apresentados por Zhao et al. (2007). Stich et al.
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(2008) recomendaram a utilizagdo de uma matriz K expressando também a proporg¢éo de alelos
compartilhados calculada conforme descrito por Bernardo et al. (1993). Os autores verificaram

que o0 uso desta matriz K contribuiu para aumentar o poder na deteccao de associagdes.

Por suas vantagens existe grande interesse na utilizacdo do mapeamento por associacéo
para identificar genes associados a caracteres agronomicamente importantes em cana-de-acucar.
Os elevados niveis de desequilibrio de ligacdo observados neste estudo e nos relatados na
literatura advogam a favor dessa metodologia na busca por tais associacbes. E claro que mais
estudos sdo necessarios para estabelecer se tais niveis sdo especificos para cada populagéo ou se,
no caso de cana, eles sdo validos para toda a espécie. Esse conhecimento sera fundamental para
se dimensionar a saturacdo de marcas necessaria para que associacOes robustas sejam
identificadas. Além disso, a compreensdo exata da estruturacdo na populacdo é critica para
determinar o sucesso desta abordagem na identificacdo de associagcOes verdadeiras. A
contribuicdlo de cada um dos fatores estruturantes deve ser cuidadosamente avaliada,
principalmente porque, no caso da cana, o efeito fundador em sua historia de melhoramento e a
ampla utilizacdo de genotipos com ascendéncia comum contribuiram para tornar bastante
complexas as relaces de parentesco entre as cultivares modernas. Esse talvez seja o principal
fator que explica a dificuldade encontrada em alguns trabalhos para a determinacdo de grupos
bem definidos (WEI et al., 2006; RABOIN et al., 2008; WEI et al., 2010). Além disso, a
ocorréncia de aneuploidia também pode contribuir para tornar ainda mais complexas essas
relacbes, uma vez que cultivares que compartilham parentais em comum podem receber

diferentes complementos cromossémicos como resultado desse fenémeno.

Embora os modelos mistos sejam considerados 0s mais robustos para a analise de
associacao genética e assumindo que ha elevados niveis de desequilibrio na populagéo estudada,
com base nos resultados apresentados para a populacdo de mapeamento de ligacdo, o baixo
numero de associagdes significativas detectada entre os marcadores e 0s caracteres avaliados
neste trabalho poderia ser explicado pelo baixo nimero de marcadores disponiveis. Embora o
desequilibrio de ligacdo estenda-se por distancias de até 30 cM no genoma de cana (JANNOO et
al., 1999a; RABOIN et al., 2008) ou mais (40 cM no caso deste trabalho), essas correlagdes caem
de forma de forma significativa para niveis menores em distancias em torno de 5 cM (RABOIN
et al., 2008, WEI et al., 2010). Conforme mostrado por Wei et al. (2006) com esses niveis de
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desequilibrio uma quantidade moderada de marcadores (1.209) foi suficiente para permitir a
identificacdo de um numero grande de associa¢cdes. Raboin et al. (2008), considerando que o
genoma haploide de cana possui cerca de 1.500 cM, estimaram que seriam necessarios de 2.000 a

4.000 marcadores para se atingir uma densidade de 1 a 2 marcadores a cada 5 cM.
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4 CONCLUSOES

1) Foram observados niveis elevados de desequilibrio de ligacdo (40 cM) no genoma das
cultivares de cana-de-agucar, compativeis com os ja relatados na literatura. A exploragdo desta
caracteristica deve permitir que genes associados com caracteres fenotipicos de interesse sejam
identificados a medida que mais estudos forem realizados. Além disso, essa pode ser uma
ferramenta Util para ajudar a esclarecer melhor a contribui¢do de cada espécie para a formacéo do

genoma das variedades modernas de cana.

2) Apesar da dificuldade em determinar com preciséo os efeitos de estruturagdo resultantes das
relacfes de parentesco em cana-de-aglicar, 0 mapeamento por associacao € factivel nesta espécie,
visto que houve indicios de associacdo envolvendo 10 alelos (CIR56, ACG_CAT, CV60, CV106,
AAG_CAC, AAG_CAG,ACG_CTT,ACG_CGC, ACG_CGT e AGG_CAG).
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continua

Anexo A - Grupos de co-segregacdo do mapa genético entre as cultivares SP80-180 x SP80-4966, cujas marcas forma utilizadas para o estudo dos niveis de
desequilibrio de ligagdo no genoma de cana-de-acucar. No total sdo apresentados 24 grupos de co-sergregacao e 243 marcas. As marcas em negrito

119



120

no CG 3 (DIR2A3.2 e DIR1AL.2), separadas por uma distancia de 60 cM, apresentaram associago significativa (p < 1,19 x 10°®). Os grupos de co-
segregacdo foram construidos por meio do programa JoinMap 3.0 (VAN OOIJEN; VOORRIPS, 2001).
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continuacao

Anexo A - Grupos de co-segregacdo do mapa genético entre as cultivares SP80-180 x SP80-4966, cujas marcas forma utilizadas para o estudo dos niveis de
desequilibrio de ligagdo no genoma de cana-de-agucar. No total sdo apresentados 24 grupos de co-sergregagdo e 243 marcas. As marcas em negrito
no CG 3 (DIR2A3.2 e DIR1AL.2), separadas por uma distancia de 60 cM, apresentaram associago significativa (p < 1,19 x 10°®). Os grupos de co-
segregacédo foram construidos por meio do programa JoinMap 3.0 (VAN OOIJEN; VOORRIPS, 2001).
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conclusdao

Anexo A - Grupos de co-segregacdo do mapa genético entre as cultivares SP80-180 x SP80-4966, cujas marcas forma utilizadas para o estudo dos niveis de
desequilibrio de ligagdo no genoma de cana-de-aglcar. No total sdo apresentados 24 grupos de co-sergregacdo e 243 marcas. As marcas em negrito
no CG 3 (DIR2A3.2 e DIR1AL1.2), separadas por uma distancia de 60 cM, apresentaram associago significativa (p < 1,19 x 10°®). Os grupos de co-
segregacdo foram construidos por meio do programa JoinMap 3.0 (VAN OOIJEN; VOORRIPS, 2001).
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Anexo B - Estimativas dos BLUPs para a caracteristica Altura de Colmos (cm) para os 103 geno6tipos do painel de
associagdo. As estimativas foram obtidas de experimentos conduzidos nas quatro regides indicadas no
periodo de 1993 a 2009. Foi utilizada uma abordagem de modelos mistos para a obtencdo das

estimativas
(continua)
Regido
Cultivar
Geral Goias Jau Piracicaba Rib. Preto

CTC1 243,09 249,98 262,75 253,52 263,78
CTC2 265,63 247,47 267,12 252,62 265,91
CTC3 239,87 247,24 nd 253,79 266,15
CTC7 249,07 253,64 nd 252,84 261,96
CTCs8 266,21 253,91 nd nd 264,60
CTC11 241,45 250,09 nd 253,03 nd

CTC12 238,27 251,31 nd nd 263,38
IAC48-65 240,53 250,72 nd nd nd

IAC64-257 252,71 nd nd nd 264,34
IAC82-2045 248,38 252,30 nd 252,71 263,33
IAC82-3092 278,89 251,39 nd 251,60 269,52
IAC83-4157 251,44 nd nd 253,47 262,97
IAC86-2210 252,51 251,97 262,66 251,02 265,67
IAC86-2480 229,26 249,26 nd nd 264,20
IAC87-3396 272,31 251,95 263,36 248,69 270,03
IAC91-1099 242,85 248,48 262,51 254,49 264,52
IAC91-2195 257,31 250,12 263,63 252,34 265,89
IAC91-2205 255,64 250,39 262,45 253,64 265,28
IAC91-2218 235,14 248,63 261,95 252,79 265,58
IAC91-3093 232,15 250,00 nd nd 263,85
IAC91-4168 265,26 254,13 262,12 253,16 263,66
IAC91-5155 279,12 253,84 261,08 nd 267,77
IACSP93-1042 250,50 253,80 264,50 252,87 259,88
IACSP93-2060 259,60 251,19 nd nd 266,42
IACSP93-3046 245,92 254,15 257,74 253,78 264,75
IACSP93-3050 246,51 249,70 263,42 nd 265,11
IACSP93-6006 256,40 252,56 261,96 250,70 266,64
IACSP94-2094 240,01 254,42 261,62 nd 261,30
IACSP94-2101 237,25 249,51 263,02 250,42 266,29
IACSP94-2180 239,42 251,80 nd nd 263,04
IACSP94-4002 246,26 252,46 262,30 nd 263,43

IACSP94-4004 247,80 251,37 263,13 251,89 264,29
IACSP95-2048 236,26 254,79 261,86 251,89 260,57
IACSP95-2078 235,74 252,22 261,85 252,84 262,12
IACSP95-2213 256,50 253,86 262,12 nd 263,62
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Anexo B - Estimativas dos BLUPs para a caracteristica Altura de Colmos (cm) para os 103 gendtipos do painel de
associacdo. As estimativas foram obtidas de experimentos conduzidos nas quatro regides indicadas no
periodo de 1993 a 2009. Foi utilizada uma abordagem de modelos mistos para a obtencdo das

estimativas
(continuacgéo)
Regido
Cultivar
Geral Goias Jau Piracicaba  Rib. Preto

IACSP95-2289 237,40 255,34 259,71 250,98 263,22
IACSP95-3018 256,28 252,46 261,81 nd 265,29
IACSP95-3028 258,20 256,82 262,32 nd 260,68
IACSP95-5000 256,78 252,84 260,14 255,02 263,90
IACSP96-2019 242,41 255,21 263,19 nd 259,27
IACSP96-2022 235,72 nd nd nd 262,01
IACSP96-2037 246,16 251,38 265,42 253,10 260,54
IACSP96-2041 249,50 258,16 262,76 251,27 258,73
IACSP96-2042 247,88 256,99 262,36 252,27 259,06
IACSP96-2086 236,65 nd nd nd 262,14
IACSP96-2100 239,66 251,59 262,58 252,69 262,70
IACSP96-3057 243,57 252,01 262,96 251,89 263,24
IACSP96-7586 264,05 252,89 262,09 nd 265,65
IACSP97-2000 249,52 249,53 261,29 nd 267,82
IACSP97-2025 256,28 nd nd nd 264,83
IACSP97-2053 241,01 250,91 261,59 nd 264,98
IACSP97-2055 249,64 246,62 263,60 nd 268,44
IACSP97-2109 252,41 249,61 262,29 nd 267,13
IACSP97-3354 243,32 nd 261,18 nd nd
IACSP97-3402 261,10 254,51 260,37 nd 265,34
IACSP97-3406 246,15 247,99 264,25 nd 265,94
IACSP97-6682 244,14 251,97 262,59 253,04 262,57
IACSP97-7065 248,58 251,34 263,93 nd 263,24
IACSP97-7077 249,35 250,98 262,65 nd 264,98
IACSP98-2071 263,04 nd nd nd 265,75
IACSP99-2033 265,06 nd nd nd 266,02
IACSP99-2058 293,68 nd nd nd 269,94
NA5679 240,05 250,65 nd nd nd
P0OJ2878 234,81 249,93 nd nd nd
RB72-454 260,86 256,00 262,88 251,91 261,68
RB83-5054 240,59 248,94 nd nd 266,07
RB83-5486 257,83 252,55 265,77 250,62 263,12
RB84-5210 249,69 251,09 263,29 nd nd
RB84-5257 262,82 256,17 nd nd 261,88

RB85-5035 247,48 251,67 nd nd nd



125

Anexo B - Estimativas dos BLUPs para a caracteristica Altura de Colmos (cm) para os 103 gendtipos do painel de
associagdo. As estimativas foram obtidas de experimentos conduzidos nas quatro regifes indicadas no
periodo de 1993 a 2009. Foi utilizada uma abordagem de modelos mistos para a obtencdo das

estimativas
(concluséo)
Regido
Cultivar
Geral Goias Jau Piracicaba Rib, Preto

RB85-5113 264,62 258,26 258,77 252,13 263,81
RB85-5156 241,22 250,16 260,60 255,49 263,53
RB85-5453 230,03 260,85 257,62 251,95 257,83
RB85-5536 274,86 256,90 261,26 nd 263,95
RB86-7515 281,93 261,81 259,87 248,64 265,04
RB92-5211 242,21 250,17 262,82 252,52 264,40
RB92-5268 261,83 247,08 261,77 254,59 269,17
RB92-5345 256,73 250,89 262,97 251,88 266,16
RB92-579 262,84 248,63 270,33 246,25 267,53
RB92-8064 283,20 254,76 nd 250,50 267,85
RB93-5744 285,39 254,03 258,18 257,09 266,52
SP70-1143 246,40 249,98 nd nd 265,83
SP71-1406 240,49 251,58 nd nd 263,41
SP79-1011 241,74 257,00 nd 251,84 258,60
SP79-2233 252,14 nd nd nd 264,26
SP80-1816 264,96 256,07 264,02 251,89 261,05
SP80-1842 280,61 253,11 264,11 250,54 267,40
SP80-3280 285,27 260,29 263,22 250,14 262,16
SP81-3250 261,76 253,26 260,98 252,63 265,72
SP83-2847 287,02 255,68 263,64 249,79 266,94
SP84-1201 234,49 249,89 nd nd nd
SP84-2025 262,93 nd 263,86 nd nd
SP85-3877 250,79 nd nd 252,06 nd
SP85-5077 268,86 254,59 nd nd nd
SP86-155 252,90 255,82 262,82 251,14 261,59
SP86-42 254,97 249,78 262,30 nd 267,31
SP87-344 232,18 249,24 262,74 nd nd
SP87-365 248,27 249,42 nd nd 266,63
SP89-1115 243,54 250,62 261,86 253,66 263,96
SP90-1638 241,02 250,78 nd nd nd
SP90-3414 250,13 250,58 260,59 255,54 nd
SP91-1049 249,54 254,20 263,03 253,35 260,35
SP91-3011 248,03 251,74 nd nd nd
Nota:

nd: dado nédo disponivel porque a cultivar ndo foi avaliada na respectiva regido



126

Anexo C - Estimativas dos BLUPs para a caracteristica Diametro de Colmos (cm) para os 103 genétipos do painel de
associacdo. As estimativas foram obtidas de experimentos conduzidos nas quatro regides indicadas no
periodo de 1993 a 2009. Foi utilizada uma abordagem de modelos mistos para a obtencdo das estimativas

(continua)
Regido
Cultivar
Geral Goias Jau Piracicaba Rib, Preto

CTC1 2,44 2,28 2,74 2,77 2,77
CTC2 2,22 2,25 2,74 2,75 2,80
CTC3 2,34 2,28 nd 2,76 2,80
CTC7 2,23 2,35 nd 2,73 2,74
CTCS8 2,27 2,27 nd nd 2,81
CTC11 2,14 2,29 nd 2,73 nd

CTC12 2,27 2,28 nd nd 2,80
IAC48-65 2,20 2,29 nd nd nd

IAC64-257 2,51 nd nd nd 2,82
IAC82-2045 2,27 2,31 nd 2,74 2,77
IAC82-3092 2,28 2,28 nd 2,73 2,82
IAC83-4157 2,33 nd nd 2,77 2,76
IAC86-2210 2,32 2,26 2,71 2,79 2,80
IAC86-2480 2,29 2,30 nd nd 2,78
IAC87-3396 2,37 2,34 2,73 2,72 2,77
IAC91-1099 2,38 2,20 2,76 2,79 2,81
IAC91-2195 2,14 2,28 2,71 2,76 2,76
IAC91-2205 2,29 2,30 2,73 2,73 2,79
IAC91-2218 2,08 2,33 2,73 2,73 2,73
IAC91-3093 2,29 2,28 nd nd 2,80
IAC91-4168 2,11 2,35 2,71 2,72 2,74
IAC91-5155 2,19 2,30 2,72 nd 2,76
IACSP93-1042 2,36 2,30 2,74 2,74 2,78
IACSP93-2060 2,28 2,31 nd nd 2,77
IACSP93-3046 2,30 2,35 2,73 2,69 2,78
IACSP93-3050 2,22 2,29 2,71 nd 2,79
IACSP93-6006 2,37 2,36 2,72 2,69 2,79
IACSP94-2094 1,97 2,31 2,66 nd 2,79
IACSP94-2101 2,27 2,25 2,72 2,75 2,82
IACSP94-2180 2,26 2,31 nd nd 2,78
IACSP94-4002 2,36 2,35 2,73 nd 2,74
IACSP94-4004 2,43 2,30 2,73 2,74 2,80
IACSP95-2048 2,29 2,33 2,70 2,74 2,77
IACSP95-2078 2,14 2,28 2,72 2,74 2,78

IACSP95-2213 2,17 2,31 2,70 nd 2,78
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Anexo C - Estimativas dos BLUPs para a caracteristica Diametro de Colmos (cm) para os 103 genétipos do painel de
associagdo. As estimativas foram obtidas de experimentos conduzidos nas quatro regifes indicadas no
periodo de 1993 a 2009. Foi utilizada uma abordagem de modelos mistos para a obtencdo das

estimativas
(continuacgéo)
Regido
Cultivar
Geral Goias Jau Piracicaba  Rib, Preto

IACSP95-2289 2,48 2,33 2,72 2,74 2,78
IACSP95-3018 2,39 2,31 2,72 nd 2,79
IACSP95-3028 2,45 2,34 2,70 nd 2,79
IACSP95-5000 2,42 2,23 2,75 2,76 2,83
IACSP96-2019 2,27 2,34 2,72 nd 2,74
IACSP96-2022 2,23 nd nd nd 2,78
IACSP96-2037 2,40 2,30 2,74 2,75 2,78
IACSP96-2041 2,25 2,34 2,70 2,73 2,77
IACSP96-2042 2,39 2,33 2,72 2,76 2,75
IACSP96-2086 2,30 nd nd nd 2,79
IACSP96-2100 2,33 2,31 2,72 2,74 2,79
IACSP96-3057 2,19 2,30 2,72 2,73 2,79
IACSP96-7586 2,33 2,32 2,68 nd 2,81
IACSP97-2000 2,08 2,31 2,72 nd 2,75
IACSP97-2025 2,45 nd nd nd 2,81
IACSP97-2053 2,67 2,35 2,73 nd 2,78
IACSP97-2055 2,41 2,27 2,74 nd 2,81
IACSP97-2109 2,45 2,26 2,72 nd 2,84
IACSP97-3354 2,18 nd 2,70 nd nd
IACSP97-3402 2,21 2,30 2,71 nd 2,78
IACSP97-3406 2,80 2,25 2,76 nd 2,87
IACSP97-6682 2,44 2,25 2,72 2,76 2,83
IACSP97-7065 2,51 2,27 2,70 nd 2,86
IACSP97-7077 2,18 2,30 2,72 nd 2,76
IACSP98-2071 2,35 nd nd nd 2,79
IACSP99-2033 2,17 nd nd nd 2,77
IACSP99-2058 2,28 nd nd nd 2,78
NA5679 2,30 2,30 nd nd nd
P0OJ2878 2,35 2,31 nd nd nd
RB72-454 2,38 2,31 2,73 2,73 2,80
RB83-5054 2,20 2,27 nd nd 2,80
RB83-5486 2,38 2,23 2,75 2,76 2,82
RB84-5210 2,25 2,30 2,71 nd nd
RB84-5257 2,16 2,32 nd nd 2,75

RB85-5035 2,16 2,28 nd nd nd
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Anexo C - Estimativas dos BLUPs para a caracteristica Diametro de Colmos (cm) para os 103 genétipos do painel de
associacdo. As estimativas foram obtidas de experimentos conduzidos nas quatro regifes indicadas no
periodo de 1993 a 2009. Foi utilizada uma abordagem de modelos mistos para a obtencdo das

estimativas
(concluséo)
Regido
Cultivar
Geral Goias Jau Piracicaba Rib, Preto

RB85-5113 2,31 2,31 2,73 2,72 2,79
RB85-5156 2,19 2,27 2,71 2,75 2,81
RB85-5453 2,44 2,30 2,71 2,78 2,78
RB85-5536 2,25 2,34 2,72 nd 2,74
RB86-7515 2,45 2,34 2,70 2,78 2,76
RB92-5211 2,19 2,27 2,71 2,76 2,80
RB92-5268 2,31 2,30 2,70 2,73 2,82
RB92-5345 2,16 2,32 2,70 2,73 2,78
RB92-579 2,27 2,23 2,73 2,75 2,85
RB92-8064 2,39 2,32 nd 2,72 2,80
RB93-5744 2,38 2,33 2,69 2,73 2,81
SP70-1143 2,38 2,26 nd nd 2,83
SP71-1406 2,23 2,29 nd nd 2,79
SP79-1011 2,27 2,30 nd 2,75 2,78
SP79-2233 2,31 nd nd nd 2,79
SP80-1816 2,23 2,32 2,72 2,74 2,76
SP80-1842 2,20 2,25 2,72 2,72 2,84
SP80-3280 2,45 2,36 2,71 2,74 2,75
SP81-3250 2,18 2,33 2,76 2,69 2,76
SP83-2847 2,20 2,26 2,66 2,78 2,83
SP84-1201 2,26 2,29 nd nd nd
SP84-2025 2,32 nd 2,72 nd nd
SP85-3877 2,40 nd nd 2,76 nd
SP85-5077 2,51 2,33 nd nd nd
SP86-155 2,11 2,28 2,70 2,76 2,78
SP86-42 2,12 2,32 2,72 nd 2,75
SP87-344 2,29 2,28 2,73 nd nd
SP87-365 2,34 2,31 nd nd 2,79
SP89-1115 2,41 2,32 2,74 2,73 2,77
SP90-1638 2,28 2,30 nd nd nd
SP90-3414 2,36 2,28 2,73 2,76 nd
SP91-1049 2,31 2,33 2,73 2,75 2,75
SP91-3011 2,18 2,28 nd nd nd
Nota:

nd: dado ndo disponivel porque a cultivar ndo foi avaliada na respectiva regido
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Anexo D - Estimativas dos BLUPs para a caracteristica Nimero de Colmos (cm) para os 103 gen6tipos do painel de
associagdo. As estimativas foram obtidas de experimentos conduzidos nas quatro regifes indicadas no
periodo de 1993 a 2009. Foi utilizada uma abordagem de modelos mistos para a obtencdo das

estimativas
(continua)
Regido
Cultivar
Geral Goias Jau Piracicaba Rib, Preto

CTC1 11,04 12,95 12,18 12,74 11,84
CTC2 13,39 12,90 12,27 13,00 11,84
CTC3 13,87 12,32 nd 12,90 12,66
CTC7 12,45 13,21 nd 12,33 12,16
CTCs8 12,98 12,94 nd nd 12,06
CTC11 17,83 13,77 nd 12,40 nd

CTC12 13,61 13,08 nd nd 12,00
IAC48-65 14,90 13,03 nd nd nd

IAC64-257 13,52 nd nd nd 12,32
IAC82-2045 13,21 12,60 nd 12,55 12,65
IAC82-3092 11,99 12,90 nd 12,47 12,28
IAC83-4157 12,32 nd nd 12,66 12,27
IAC86-2210 11,97 12,46 12,04 13,28 12,04
IAC86-2480 13,24 12,65 nd nd 12,39
IAC87-3396 11,72 12,34 12,50 12,88 12,07
IAC91-1099 13,49 12,96 12,16 12,62 12,27
IAC91-2195 13,34 12,84 12,18 12,62 12,37
IAC91-2205 12,72 12,84 12,21 12,86 12,02
IAC91-2218 14,69 13,18 12,32 12,17 12,50
IAC91-3093 11,79 12,74 nd nd 12,11
IAC91-4168 14,15 12,60 12,50 12,48 12,52
IAC91-5155 14,01 12,87 12,06 nd 12,38
IACSP93-1042 11,97 12,91 12,11 12,70 12,10
IACSP93-2060 12,54 12,51 nd nd 12,43
IACSP93-3046 13,45 12,99 11,77 13,35 11,90
IACSP93-3050 13,29 13,02 11,92 nd 12,28
IACSP93-6006 11,73 12,12 12,15 12,77 12,75
IACSP94-2094 14,94 13,12 12,43 nd 11,89
IACSP94-2101 13,07 13,19 12,03 12,64 12,10
IACSP94-2180 12,16 12,42 nd nd 12,48
IACSP94-4002 11,58 12,24 12,20 nd 12,56
IACSP94-4004 12,36 13,11 12,11 12,65 12,02
IACSP95-2048 11,24 12,37 12,14 12,86 12,36
IACSP95-2078 14,36 13,11 12,38 12,65 12,00

IACSP95-2213 13,32 12,94 12,31 nd 11,97
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Anexo D - Estimativas dos BLUPs para a caracteristica Nimero de Colmos (cm) para os 103 genotipos do painel de
associacdo. As estimativas foram obtidas de experimentos conduzidos nas quatro regifes indicadas no
periodo de 1993 a 2009. Foi utilizada uma abordagem de modelos mistos para a obtencdo das

estimativas
(continuacgéo)
Regido
Cultivar
Geral Goias Jau Piracicaba  Rib, Preto

IACSP95-2289 10,39 12,60 12,08 12,96 11,99
IACSP95-3018 12,08 12,39 12,32 nd 12,36
IACSP95-3028 11,98 12,74 12,23 nd 12,09
IACSP95-5000 12,88 12,89 12,16 12,65 12,24
IACSP96-2019 12,58 12,67 12,43 nd 12,03
IACSP96-2022 11,97 nd nd nd 12,12
IACSP96-2037 11,44 12,74 12,04 13,02 11,96
IACSP96-2041 12,27 13,03 12,46 12,68 11,69
IACSP96-2042 12,50 13,19 12,28 12,67 11,76
IACSP96-2086 10,52 nd nd nd 11,93
IACSP96-2100 11,91 12,90 12,44 12,96 11,51
IACSP96-3057 11,55 12,43 12,25 12,88 12,21
IACSP96-7586 11,79 12,60 12,18 nd 12,25
IACSP97-2000 12,86 12,62 12,15 nd 12,40
IACSP97-2025 13,67 nd nd nd 12,34
IACSP97-2053 11,39 12,36 12,08 nd 12,54
IACSP97-2055 12,67 12,26 12,11 nd 12,78
IACSP97-2109 11,41 12,37 12,14 nd 12,48
IACSP97-3354 14,92 nd 12,46 nd nd
IACSP97-3402 13,26 12,60 12,53 nd 12,08
IACSP97-3406 10,61 12,43 11,93 nd 12,52
IACSP97-6682 12,66 13,20 12,05 12,59 12,07
IACSP97-7065 11,81 12,54 12,16 nd 12,34
IACSP97-7077 12,46 12,95 11,94 nd 12,22
IACSP98-2071 12,80 nd nd nd 12,22
IACSP99-2033 12,72 nd nd nd 12,21
IACSP99-2058 13,88 nd nd nd 12,36
NA5679 13,72 12,88 nd nd nd
P0OJ2878 12,07 12,66 nd nd nd
RB72-454 12,02 12,11 12,00 13,32 12,40
RB83-5054 10,63 12,25 nd nd 12,44
RB83-5486 11,42 12,91 12,19 12,95 11,71
RB84-5210 12,79 12,48 12,46 nd nd
RB84-5257 13,67 12,92 nd nd 12,17

RB85-5035 11,20 12,55 nd nd nd
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Anexo D - Estimativas dos BLUPs para a caracteristica Nimero de Colmos (cm) para os 103 gen6tipos do painel de
associagdo. As estimativas foram obtidas de experimentos conduzidos nas quatro regifes indicadas no
periodo de 1993 a 2009. Foi utilizada uma abordagem de modelos mistos para a obtencdo das

estimativas
(concluséo)
Regido
Cultivar
Geral Goias Jau Piracicaba Rib, Preto

RB85-5113 12,18 12,60 12,04 12,86 12,35
RB85-5156 13,37 13,13 12,44 12,58 11,85
RB85-5453 11,73 12,40 12,31 12,93 12,15
RB85-5536 12,36 12,77 11,94 nd 12,40
RB86-7515 11,29 12,57 11,95 12,79 12,43
RB92-5211 13,24 12,81 12,18 12,85 12,15
RB92-5268 12,97 12,86 12,28 12,62 12,19
RB92-5345 12,12 12,96 12,09 12,54 12,25
RB92-579 11,96 12,34 12,52 13,03 11,94
RB92-8064 12,74 12,95 nd 12,66 12,13
RB93-5744 12,10 12,91 12,03 12,94 11,96
SP70-1143 14,17 13,06 nd nd 12,10
SP71-1406 11,06 12,47 nd nd 12,29
SP79-1011 12,94 13,07 nd 12,51 12,19
SP79-2233 14,58 nd nd nd 12,45
SP80-1816 12,18 12,55 12,06 12,61 12,64
SP80-1842 11,96 13,13 12,19 12,73 11,76
SP80-3280 11,68 12,27 12,23 12,66 12,63
SP81-3250 12,81 12,51 12,41 12,82 12,19
SP83-2847 12,39 12,62 12,29 13,04 11,93
SP84-1201 15,30 13,08 nd nd nd
SP84-2025 12,86 nd 12,20 nd nd
SP85-3877 12,97 nd nd 12,80 nd
SP85-5077 13,70 12,87 nd nd nd
SP86-155 14,40 12,65 12,37 12,68 12,43
SP86-42 13,69 13,08 11,55 nd 12,65
SP87-344 12,81 12,91 12,03 nd nd
SP87-365 13,82 12,43 nd nd 12,68
SP89-1115 11,02 12,21 12,10 13,22 12,18
SP90-1638 17,03 13,30 nd nd nd
SP90-3414 15,17 13,24 12,24 12,54 nd
SP91-1049 11,75 12,55 11,78 13,13 12,32
SP91-3011 12,42 12,71 nd nd nd
Nota:

nd: dado nédo disponivel porque a cultivar ndo foi avaliada na respectiva regido
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Anexo E - Estimativas dos BLUPs para a caracteristica Fibra % Cana (%) para os 103 gendtipos do painel de
associacdo. As estimativas foram obtidas de experimentos conduzidos nas quatro regifes indicadas no
periodo de 1993 a 2009. Foi utilizada uma abordagem de modelos mistos para a obtencdo das

estimativas
(continua)
Regido
Cultivar
Geral Goias Jau Piracicaba Rib, Preto

CTC1 13,05 13,15 11,61 11,02 11,75
CTC2 13,21 13,49 11,45 10,90 11,74
CTC3 12,71 12,79 nd 11,21 11,81
CTC7 12,52 12,86 nd 11,15 11,74
CTC8 13,45 13,08 nd nd 11,78
CTC11 12,70 12,97 nd 11,05 nd

CTC12 13,54 13,06 nd nd 11,82
IAC48-65 13,06 12,97 nd nd nd

IAC64-257 12,54 nd nd nd 11,69
IAC82-2045 12,57 12,82 nd 11,10 11,85
IAC82-3092 12,31 13,13 nd 11,07 11,50
IAC83-4157 12,32 nd nd 11,10 11,67
IAC86-2210 12,74 12,76 11,73 11,09 11,88
IAC86-2480 12,60 12,94 nd nd 11,70
IAC87-3396 13,54 12,79 11,64 11,19 12,04
IAC91-1099 13,29 13,44 11,51 11,04 11,61
IAC91-2195 12,46 12,99 11,66 11,18 11,55
IAC91-2205 12,55 13,17 11,62 11,11 11,51
IAC91-2218 13,07 13,19 11,68 11,07 11,61
IAC91-3093 13,27 12,87 nd nd 11,94
IAC91-4168 13,36 12,59 11,74 11,36 11,93
IAC91-5155 12,63 12,81 11,72 nd 11,76
IACSP93-1042 12,81 12,86 11,64 11,12 11,85
IACSP93-2060 12,54 12,83 nd nd 11,79
IACSP93-3046 12,93 12,89 11,68 11,12 11,82
IACSP93-3050 12,78 12,74 11,68 nd 11,91
IACSP93-6006 12,47 12,98 11,67 11,14 11,59
IACSP94-2094 13,19 12,73 11,91 nd 11,79
IACSP94-2101 13,12 13,03 11,60 11,14 11,79
IACSP94-2180 12,63 12,88 nd nd 11,76
IACSP94-4002 12,44 12,90 11,70 nd 11,64
IACSP94-4004 12,41 13,06 11,65 11,11 11,55
IACSP95-2048 13,24 13,01 11,57 11,09 11,91
IACSP95-2078 12,69 12,82 11,75 11,15 11,73

IACSP95-2213 13,08 12,85 11,72 nd 11,83
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Anexo E - Estimativas dos BLUPs para a caracteristica Fibra % Cana (%) para os 103 gendtipos do painel de
associagdo. As estimativas foram obtidas de experimentos conduzidos nas quatro regifes indicadas no
periodo de 1993 a 2009. Foi utilizada uma abordagem de modelos mistos para a obtencdo das

estimativas
(continuacgéo)
Regido
Cultivar
Geral Goias Jau Piracicaba  Rib, Preto

IACSP95-2289 13,74 12,91 11,49 11,26 12,06
IACSP95-3018 12,65 12,93 11,64 nd 11,72
IACSP95-3028 12,62 12,89 11,70 nd 11,70
IACSP95-5000 12,91 13,08 11,72 11,10 11,60
IACSP96-2019 12,80 12,89 11,60 nd 11,84
IACSP96-2022 13,14 nd nd nd 11,84
IACSP96-2037 12,55 13,02 11,72 11,06 11,60
IACSP96-2041 13,13 12,79 11,62 11,16 11,99
IACSP96-2042 12,23 12,87 11,52 11,09 11,85
IACSP96-2086 13,19 nd nd nd 11,86
IACSP96-2100 13,70 12,73 11,63 11,14 12,21
IACSP96-3057 13,67 12,92 11,69 11,24 11,85
IACSP96-7586 12,93 12,93 11,73 nd 11,70
IACSP97-2000 13,55 12,93 11,66 nd 11,94
IACSP97-2025 13,17 nd nd nd 11,85
IACSP97-2053 12,25 12,91 11,60 nd 11,67
IACSP97-2055 12,52 12,90 11,62 nd 11,73
IACSP97-2109 13,21 12,99 11,55 nd 11,90
IACSP97-3354 13,00 nd 11,66 nd nd
IACSP97-3402 12,66 12,90 11,61 nd 11,77
IACSP97-3406 12,52 12,87 11,66 nd 11,73
IACSP97-6682 12,71 13,24 11,59 11,09 11,53
IACSP97-7065 12,42 12,93 11,58 nd 11,72
IACSP97-7077 12,83 12,86 11,72 nd 11,75
IACSP98-2071 13,28 nd nd nd 11,88
IACSP99-2033 13,27 nd nd nd 11,88
IACSP99-2058 13,26 nd nd nd 11,87
NA5679 12,77 12,89 nd nd nd
P0OJ2878 13,03 12,96 nd nd nd
RB72-454 12,52 12,92 11,77 11,01 11,70
RB83-5054 12,90 13,03 nd nd 11,69
RB83-5486 13,00 12,84 11,68 11,25 11,77
RB84-5210 12,92 13,04 11,53 nd nd
RB84-5257 13,48 13,13 nd nd 11,73

RB85-5035 13,07 12,97 nd nd nd
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Anexo E - Estimativas dos BLUPs para a caracteristica Fibra % Cana (%) para os 103 gendtipos do painel de
associacdo. As estimativas foram obtidas de experimentos conduzidos nas quatro regifes indicadas no
periodo de 1993 a 2009. Foi utilizada uma abordagem de modelos mistos para a obtencdo das

estimativas
(concluséo)
Regido
Cultivar
Geral Goias Jau Piracicaba Rib, Preto

RB85-5113 13,55 13,18 11,48 11,25 11,76
RB85-5156 12,46 12,98 11,54 11,28 11,59
RB85-5453 12,75 13,06 11,46 11,12 11,83
RB85-5536 13,69 13,08 11,61 nd 11,88
RB86-7515 13,24 12,98 11,72 11,07 11,83
RB92-5211 12,36 12,81 11,63 11,22 11,71
RB92-5268 13,06 12,67 11,76 11,14 11,97
RB92-5345 13,48 12,88 11,59 11,26 11,92
RB92-579 12,94 13,12 11,51 11,13 11,75
RB92-8064 12,84 12,80 nd 11,22 11,81
RB93-5744 13,05 12,67 11,89 11,20 11,77
SP70-1143 13,31 12,86 nd nd 11,96
SP71-1406 13,19 12,92 nd nd 11,87
SP79-1011 13,03 12,76 nd 11,38 11,75
SP79-2233 12,40 nd nd nd 11,65
SP80-1816 13,43 13,07 11,68 11,14 11,74
SP80-1842 13,39 12,83 11,60 11,16 12,04
SP80-3280 13,40 12,95 11,66 11,14 11,88
SP81-3250 13,18 13,14 11,42 11,12 11,90
SP83-2847 13,93 13,04 11,74 11,12 11,86
SP84-1201 12,59 12,84 nd nd nd
SP84-2025 13,26 nd 11,73 nd nd
SP85-3877 12,11 nd nd 10,93 nd
SP85-5077 12,42 12,80 nd nd nd
SP86-155 13,10 12,65 11,65 11,29 11,96
SP86-42 13,39 12,82 11,64 nd 12,03
SP87-344 12,56 12,78 11,70 nd nd
SP87-365 13,03 12,98 nd nd 11,77
SP89-1115 11,89 12,92 11,52 11,19 11,61
SP90-1638 13,02 12,96 nd nd nd
SP90-3414 13,20 12,89 11,63 11,26 nd
SP91-1049 12,63 12,83 11,61 11,11 11,87
SP91-3011 12,76 12,89 nd nd nd
Nota:

nd: dado ndo disponivel porque a cultivar ndo foi avaliada na respectiva regido
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Anexo F - Estimativas dos BLUPs para a caracteristica Pol % Cana (%) para os 103 genétipos do painel de
associagdo. As estimativas foram obtidas de experimentos conduzidos nas quatro regifes indicadas no
periodo de 1993 a 2009. Foi utilizada uma abordagem de modelos mistos para a obtencdo das

estimativas
(continua)
Regido
Cultivar
Geral Goias Jau Piracicaba Rib, Preto

CTC1 14,70 15,04 14,98 14,70 14,65
CTC2 16,09 15,20 14,88 14,48 15,13
CTC3 16,09 15,11 nd 14,50 15,02
CTC7 14,37 14,87 nd 14,64 14,73
CTCs8 15,39 15,13 nd nd 14,83
CTC11 15,30 15,01 nd 14,56 nd

CTC12 14,61 15,01 nd nd 14,78
IAC48-65 15,31 15,07 nd nd nd

IAC64-257 14,39 nd nd nd 14,74
IAC82-2045 14,29 15,04 nd 14,38 14,81
IAC82-3092 13,99 15,16 nd 14,50 14,50
IAC83-4157 14,82 nd nd 14,49 14,86
IAC86-2210 14,87 14,94 15,12 14,52 14,84
IAC86-2480 15,19 15,11 nd nd 14,81
IAC87-3396 15,34 15,11 15,13 14,41 14,87
IAC91-1099 15,35 15,44 15,05 14,48 14,55
IAC91-2195 15,06 14,81 15,28 14,60 14,76
IAC91-2205 15,11 15,04 15,15 14,75 14,53
IAC91-2218 15,16 15,20 15,05 14,43 14,80
IAC91-3093 13,33 14,98 nd nd 14,53
IAC91-4168 14,08 14,62 15,12 14,22 15,27
IAC91-5155 15,01 14,95 15,08 nd 14,91
IACSP93-1042 14,67 14,92 15,09 14,56 14,80
IACSP93-2060 15,18 14,79 nd nd 15,12
IACSP93-3046 15,68 15,02 15,23 14,29 15,05
IACSP93-3050 14,34 14,84 15,12 nd 14,83
IACSP93-6006 14,71 14,99 15,05 14,42 14,91
IACSP94-2094 15,39 15,30 15,04 nd 14,68
IACSP94-2101 15,70 15,35 15,05 14,25 14,94
IACSP94-2180 15,21 15,01 nd nd 14,92
IACSP94-4002 14,99 14,85 15,19 nd 14,90
IACSP94-4004 15,07 15,09 15,10 14,38 14,88
IACSP95-2048 14,73 15,18 15,03 14,47 14,70
IACSP95-2078 14,91 15,07 15,13 14,49 14,73

IACSP95-2213 15,07 15,09 15,00 nd 14,86
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Anexo F - Estimativas dos BLUPs para a caracteristica Pol % Cana (%) para os 103 geno6tipos do painel de
associacdo. As estimativas foram obtidas de experimentos conduzidos nas quatro regifes indicadas no
periodo de 1993 a 2009. Foi utilizada uma abordagem de modelos mistos para a obtencdo das

estimativas
(continuacgéo)
Regido
Cultivar
Geral Goias Jau Piracicaba  Rib, Preto

IACSP95-2289 15,57 15,23 15,09 14,55 14,70
IACSP95-3018 15,46 14,86 15,17 nd 15,01
IACSP95-3028 15,57 14,96 15,08 nd 15,03
IACSP95-5000 15,79 15,01 15,15 14,48 14,97
IACSP96-2019 14,45 14,92 15,17 nd 14,73
IACSP96-2022 14,49 nd nd nd 14,77
IACSP96-2037 14,84 14,96 14,90 14,54 15,00
IACSP96-2041 15,21 15,00 15,22 14,57 14,71
IACSP96-2042 15,02 14,90 15,22 14,53 14,80
IACSP96-2086 14,75 nd nd nd 14,83
IACSP96-2100 14,26 15,15 14,87 14,49 14,76
IACSP96-3057 14,61 15,15 14,97 14,47 14,77
IACSP96-7586 15,28 14,88 15,06 nd 15,06
IACSP97-2000 14,95 14,96 15,05 nd 14,92
IACSP97-2025 15,23 nd nd nd 14,93
IACSP97-2053 14,29 14,71 15,18 nd 14,89
IACSP97-2055 14,40 14,95 15,19 nd 14,67
IACSP97-2109 14,36 15,02 14,96 nd 14,81
IACSP97-3354 14,56 nd 14,96 nd nd
IACSP97-3402 13,94 14,88 15,15 nd 14,67
IACSP97-3406 14,23 14,98 15,05 nd 14,74
IACSP97-6682 14,98 15,21 15,11 14,49 14,63
IACSP97-7065 14,68 14,96 15,00 nd 14,91
IACSP97-7077 15,26 14,77 15,13 nd 15,10
IACSP98-2071 15,64 nd nd nd 15,02
IACSP99-2033 15,96 nd nd nd 15,09
IACSP99-2058 15,17 nd nd nd 14,92
NA5679 14,91 14,98 nd nd nd
P0OJ2878 14,86 14,97 nd nd nd
RB72-454 15,24 15,33 15,32 14,09 14,75
RB83-5054 14,03 14,81 nd nd 14,85
RB83-5486 14,95 14,87 15,20 14,41 14,95
RB84-5210 15,29 15,17 14,96 nd nd
RB84-5257 15,75 14,96 nd nd 15,08

RB85-5035 13,38 14,64 nd nd nd
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Anexo F - Estimativas dos BLUPs para a caracteristica Pol % Cana (%) para os 103 genétipos do painel de
associagdo. As estimativas foram obtidas de experimentos conduzidos nas quatro regifes indicadas no
periodo de 1993 a 2009. Foi utilizada uma abordagem de modelos mistos para a obtencdo das

estimativas
(concluséo)
Regido
Cultivar
Geral Goias Jau Piracicaba Rib, Preto

RB85-5113 16,27 15,12 15,23 14,33 15,04
RB85-5156 15,01 15,39 14,88 14,79 14,39
RB85-5453 14,19 14,81 14,69 14,77 14,99
RB85-5536 16,04 15,05 15,19 nd 14,93
RB86-7515 14,99 15,28 15,04 14,22 14,90
RB92-5211 14,24 14,56 14,87 14,83 15,01
RB92-5268 16,20 15,21 15,10 14,50 14,91
RB92-5345 14,16 14,43 15,04 14,93 14,86
RB92-579 15,81 15,56 14,86 14,29 14,92
RB92-8064 15,34 14,92 nd 14,40 15,13
RB93-5744 15,52 15,04 15,02 14,36 15,14
SP70-1143 14,99 14,99 nd nd 14,89
SP71-1406 14,88 15,01 nd nd 14,84
SP79-1011 15,20 15,12 nd 14,56 14,74
SP79-2233 14,66 nd nd nd 14,81
SP80-1816 15,87 14,83 15,16 14,44 15,21
SP80-1842 15,04 14,99 14,84 14,67 14,95
SP80-3280 15,74 14,84 15,23 14,52 15,02
SP81-3250 15,28 15,00 14,81 14,45 15,24
SP83-2847 15,79 15,06 14,94 14,26 15,35
SP84-1201 15,11 15,02 nd nd nd
SP84-2025 15,21 nd 15,11 nd nd
SP85-3877 15,51 nd nd 14,62 nd
SP85-5077 14,71 14,93 nd nd nd
SP86-155 14,84 15,21 14,94 14,46 14,80
SP86-42 16,07 15,12 15,01 nd 15,04
SP87-344 14,27 14,80 15,10 nd nd
SP87-365 15,68 15,03 nd nd 15,00
SP89-1115 14,27 14,55 14,95 14,71 15,06
SP90-1638 14,90 14,97 nd nd nd
SP90-3414 15,25 14,97 15,00 14,65 nd
SP91-1049 14,32 14,54 15,03 14,77 14,95
SP91-3011 14,42 14,87 nd nd nd
Nota:

nd: dado nédo disponivel porque a cultivar ndo foi avaliada na respectiva regido
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Anexo G - Estimativas dos BLUPs para a caracteristica TCH (ton) para os 103 genétipos do painel de associagéo.
As estimativas foram obtidas de experimentos conduzidos nas quatro regides indicadas no periodo de
1993 a 2009. Foi utilizada uma abordagem de modelos mistos para a obtencéo das estimativas

(continua)
Regiéo
Cultivar
Geral Goias Jau Piracicaba Rib, Preto

CTC1 67,55 76,83 105,89 106,36 96,88
CTC2 88,27 73,45 108,74 113,43 105,23
CTC3 85,92 71,60 nd 119,62 107,12
CTC7 87,63 90,82 nd 112,56 96,18
CTC8 85,39 85,86 nd nd 99,09
CTC11 93,66 84,48 nd 118,48 nd

CTC12 81,31 83,06 nd nd 98,96
IAC48-65 76,11 77,34 nd nd nd

IAC64-257 82,32 nd nd nd 102,27
IAC82-2045 83,70 76,82 nd 118,26 101,65
IAC82-3092 84,11 82,16 nd 113,44 101,43
IAC83-4157 77,84 nd nd 110,48 101,58
IAC86-2210 79,16 83,68 94,92 119,01 96,69
IAC86-2480 80,40 80,16 nd nd 101,20
IAC87-3396 82,85 83,68 104,14 107,02 102,11
IAC91-1099 88,00 78,64 101,11 117,06 103,85
IAC91-2195 76,18 78,50 100,48 109,48 103,71
IAC91-2205 77,19 80,56 99,94 106,34 106,05
IAC91-2218 71,76 81,93 101,49 101,27 104,29
IAC91-3093 71,98 75,58 nd nd 99,72
IAC91-4168 79,38 79,90 102,08 109,31 103,18
IAC91-5155 86,87 83,64 100,64 nd 102,57
IACSP93-1042 77,55 81,90 102,35 113,93 94,96
IACSP93-2060 81,50 80,77 nd nd 101,38
IACSP93-3046 89,48 85,99 91,13 125,51 99,10
IACSP93-3050 81,65 81,80 98,08 nd 103,21
IACSP93-6006 82,07 79,08 101,62 105,56 110,13
IACSP94-2094 82,02 84,47 97,82 nd 101,07
IACSP94-2101 79,92 84,28 97,05 107,65 105,88
IACSP94-2180 71,40 76,18 nd nd 98,70
IACSP94-4002 72,00 80,55 95,13 nd 100,48
IACSP94-4004 87,94 79,29 94,86 119,39 107,07
IACSP95-2048 67,61 80,68 98,69 114,27 92,36
IACSP95-2078 77,40 81,02 101,38 111,48 99,17

IACSP95-2213 82,06 81,47 96,37 nd 105,55
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Anexo G - Estimativas dos BLUPs para a caracteristica TCH (ton) para os 103 gendtipos do painel de associagao.
As estimativas foram obtidas de experimentos conduzidos nas quatro regiGes indicadas no periodo de
1993 a 2009. Foi utilizada uma abordagem de modelos mistos para a obtencéo das estimativas

(continuacgéo)

Regiéo
Cultivar
Geral Goias Jau Piracicaba  Rib, Preto

IACSP95-2289 65,19 86,62 98,67 104,14 94,83
IACSP95-3018 76,06 79,65 100,88 nd 98,54
IACSP95-3028 79,02 83,78 99,61 nd 97,81
IACSP95-5000 84,51 81,20 97,09 116,14 103,72
IACSP96-2019 79,91 80,09 106,14 nd 95,61
IACSP96-2022 70,64 nd nd nd 93,88
IACSP96-2037 74,05 76,67 104,52 119,82 89,62
IACSP96-2041 75,58 89,78 101,87 108,57 91,51
IACSP96-2042 85,10 91,26 103,74 112,70 90,88
IACSP96-2086 63,37 nd nd nd 88,65
IACSP96-2100 64,86 78,74 101,44 111,88 91,95
IACSP96-3057 63,81 76,76 99,86 113,14 93,51
IACSP96-7586 79,84 78,09 100,34 nd 103,37
IACSP97-2000 75,42 76,92 97,15 nd 104,54
IACSP97-2025 82,67 nd nd nd 102,53
IACSP97-2053 85,81 79,55 102,03 nd 104,50
IACSP97-2055 81,69 69,82 105,46 nd 107,84
IACSP97-2109 77,27 73,66 100,05 nd 106,23
IACSP97-3354 92,60 nd 109,56 nd nd

IACSP97-3402 85,28 76,28 106,14 nd 103,28
IACSP97-3406 80,68 75,55 106,73 nd 100,12
IACSP97-6682 82,66 86,37 100,94 111,62 97,88
IACSP97-7065 85,05 73,79 106,00 nd 105,74
IACSP97-7077 77,51 79,90 99,51 nd 100,70
IACSP98-2071 80,25 nd nd nd 100,79
IACSP99-2033 84,37 nd nd nd 103,75
IACSP99-2058 85,89 nd nd nd 104,84
NA5679 83,64 82,75 nd nd nd

P0OJ2878 72,82 74,97 nd nd nd

RB72-454 82,89 79,53 99,11 116,96 101,39
RB83-5054 64,16 70,68 nd nd 99,00
RB83-5486 77,33 83,17 99,69 116,50 93,63
RB84-5210 81,93 73,69 108,66 nd nd

RB84-5257 83,21 84,79 nd nd 98,59

RB85-5035 69,69 72,72 nd nd nd
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Anexo G - Estimativas dos BLUPs para a caracteristica TCH (ton) para os 103 geno6tipos do painel de associagao.
As estimativas foram obtidas de experimentos conduzidos nas quatro regides indicadas no periodo de
1993 a 2009. Foi utilizada uma abordagem de modelos mistos para a obtencéo das estimativas

(concluséo)

Regiéo
Cultivar
Geral Goias Jau Piracicaba Rib, Preto

RB85-5113 81,08 81,14 95,74 115,52 103,30
RB85-5156 77,48 83,17 108,25 105,40 96,28
RB85-5453 76,22 84,23 101,56 109,90 96,50
RB85-5536 83,17 88,29 96,03 nd 99,87
RB86-7515 85,96 86,61 98,91 111,76 101,90
RB92-5211 76,36 78,73 102,45 106,18 104,93
RB92-5268 87,29 74,05 99,11 118,67 108,31
RB92-5345 73,30 81,03 100,67 106,88 101,52
RB92-579 80,50 71,89 109,47 106,56 107,35
RB92-8064 92,68 92,05 nd 106,35 104,79
RB93-5744 95,49 75,89 95,77 131,16 103,22
SP70-1143 75,27 76,23 nd nd 101,45
SP71-1406 73,85 77,74 nd nd 98,91
SP79-1011 79,61 88,00 nd 108,95 96,84
SP79-2233 92,40 nd nd nd 109,52
SP80-1816 77,24 84,57 98,23 111,35 98,77
SP80-1842 76,43 83,68 96,68 113,11 98,88
SP80-3280 84,75 85,01 101,07 110,10 102,15
SP81-3250 83,67 83,04 107,05 107,32 100,12
SP83-2847 88,34 76,58 97,39 120,40 106,53
SP84-1201 85,46 84,05 nd nd nd
SP84-2025 76,32 nd 97,86 nd nd
SP85-3877 88,76 nd nd 118,97 nd
SP85-5077 88,54 86,27 nd nd nd
SP86-155 86,78 87,63 101,13 112,54 98,48
SP86-42 82,44 80,32 95,70 nd 107,64
SP87-344 77,66 81,02 98,27 nd nd
SP87-365 86,34 72,42 nd nd 113,20
SP89-1115 76,61 67,61 102,43 119,42 103,00
SP90-1638 86,26 84,63 nd nd nd
SP90-3414 97,78 81,68 103,39 121,68 nd
SP91-1049 79,20 81,92 99,58 115,57 97,27
SP91-3011 79,68 79,90 nd nd nd
Nota:

nd: dado nédo disponivel porque a cultivar ndo foi avaliada na respectiva regido





