Deteccao de polimorfismo em cana-de-agucar utilizando marcadores SSR
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Introducéo

A cana-de-acUcar (Saccharum spp.) € uma das culturas de maior
importancia socioeconémica do agronegoécio brasileiro, sendo responsavel pela
geracdo de 2% do PIB nacional e 4,5 milhdes de empregos diretos e indiretos
(Unica, 2010). As projecdes atuais do Instituto FNP preveem um crescimento de
70% na area plantada com cana-de-acucar. Assim, a utilizacdo de ferramentas
biotecnolégicas em analises genéticas € capaz de ampliar os conhecimentos
existentes sobre a estrutura e o comportamento de genomas complexos, como o da
cana-de-acucar, e reduzir significativamente o tempo de desenvolvimento de novas
variedades (Figueira, 2008).

A os marcadores moleculares tém atuado como importantes ferramentas
no melhoramento classico da cana-de-acucar, pois detectam o polimorfismo
diretamente ao nivel do DNA, permitindo fazer inferéncias em todo o genoma sobre
as relacbes entre gendtipo e fendtipo. Assim, a incorporacdo dos marcadores
moleculares no melhoramento da cana-de-acucar auxilia, desde a escolha dos
melhores genitores para um cruzamento e identificacdo de gendtipos superiores, a
construcdo de mapas genéticos (Pinto, 2008).

O mapeamento genético consiste em determinar a posi¢ao relativa de
marcadores moleculares no genoma e visa igualmente determinar a distancia
genética entre dois marcadores consecutivos. Assim, 0 objetivo principal de um
trabalho de mapeamento € ordenar o genoma, de maneira regular, visando a
localizacdo de genes de interesse ou de regifes proximas, que controlam caracteres
guantitativos (QTL), e a identificacdo de marcadores fortemente ligados a estes
genes (Schuster & Cruz, 2008).



Todavia, como a construgcdo de mapas € viabilizada pela analise de
segregacdo de marcadores, em organismos poliploides, como a cana-de-agucar, 0
mapeamento genético € muito mais complexo que em organismos diploides, devido
ao grande numero de marcas geradas e a inadequacao dos softwares desenvolvidos
para genomas dipléides as andlises de polipldides (Albino et al., 2006). Diante disso,
este trabalho tem por objetivo mostrar como ocorre a segregacao de marcadores
microssatélites (SSR) em uma geracdo F;, proveniente do cruzamento de duas

variedades comercias de cana-de-agucar.

Material e Métodos
Experimento de campo

Os gendtipos utilizados para a realizagdo deste trabalho sé&o provenientes
do cruzamento realizado na Estacdo de Cruzamentos de Serra do Ouro, em Murici-
AL, entre as variedades comerciais RB-97-327 e RB-72-454. As sementes
produzidas foram colhidas, dessecadas em silica-gel e encaminhadas a
Universidade Federal de Goias, a qual é vinculada a Rede Interuniversitaria para o
Desenvolvimento do Setor Sucro-Alcooleiro (Ridesa), para que 0s experimentos
pudessem ser estabelecidos.

A semeadura foi realizada em agosto de 2009 e, apds dois meses, as
mudas obtidas foram transferidas para copos descartaveis contendo substrato
Plantmax, resultando em 989 plantulas, mantidas em casa-de-vegetacdo. Em
fevereiro de 2010, 820 plantulas sobreviventes foram transplantadas dos copos
descartaveis para garrafas “pet” contendo areia, substrato e terra, as quais foram
mantidas em casa-de-vegetacdo durante nove meses.

Em novembro de 2010, 800 plantulas foram transplantas para um campo
experimental, localizado no municipio de Inhumas-GO, pertencente a Usina
Centrodlcool, vinculada ao Programa de Melhoramento Genético da Cana-de-acucar
da Universidade Federal de Goias (PMGCA-GO). O delineamento utilizado foi o de
blocos aumentados de Federer (Federer, 1956), sendo cada bloco constituido por
seis parcelas, das quais duas séo testemunhas comuns a todos os blocos. As
variedades comerciais utilizadas como testemunhas foram a RB 99-395 e a RB 98-

710. O espacamento utilizado entre parcelas foi de 0,7m, tendo cada parcela 0,5m.



Experimento Laboratorial

Para extracdo de DNA foram coletadas gemas laterais de 752 plantulas,
seguindo o protocolo de Aljanabi et al. (1999) adaptado. Apb6s a extracdo, a
guantificacdo de DNA foi realizada utilizando o espectrofotdmetro Qubit (Invitrogen®)
e, posteriormente, o DNA de todos os gendtipos foi diluido para a concentracao de
3 ng/ yL, para utilizacdo dos marcadores microssatélites (SSR — Simple Sequence
Repeats).

Para amplificacdo dos locos via reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
foram utilizados, inicialmente, 15 pares de primers SSR, cuja sequéncia forward é
marcada com fluorocromo especifico, de forma a permitir a montagem de cinco
painéis triplex. As reacdes de PCR foram realizadas via touchdown, reduzindo a
temperatura em 0.7°C / ciclo, sendo necessaria uma etapa inicial de 94°C por 15
min. para a ativacao da enzima. Posteriormente, o produto da PCR de 282 gendtipos
foi submetido ao analisador automatico ABI PRISM 3100 para a andlise dos

fragmentos microssatélites fluorescentes, utilizando-se o software GenneMapper.

Resultados e Discussao

Na cana-de-acgucar, a poliploidia atinge todas as espécies do género
Saccharum, sendo as espécies aneuploides as mais frequentes. Assim, alternativas
a segregacdo Mendeliana sdo possiveis de serem observadas, devido a
possibilidade de que a presenca de um mesmo alelo em dois genitores ocorra em
dosagem semelhante ou diferente no genoma de cada um deles (Aitken et al.,
2005).

Neste caso, a analise de segregacdo dos marcadores utilizados para a
construcdo de mapas genéticos pode ser realizada através da metodologia
desenvolvida por Wu et al. (1992), citado por Oliveira (2006), na qual a segregacéo
de cada marcador, dominante ou co-dominante, deve ser analisada na progénie com
base em sua presenca ou auséncia. Desta forma, faz-se a identificacdo de
fragmentos de dosagem uUnica no genoma, denominados marcadores single dose
(MDS), presentes uma Unica vez no genoma de um genitor e ausente no outro,
segregando na progénie na proporcdo de 1:1, ou presentes uma Unica vez em

ambos 0s genitores, segregando na progénie na proporcao 3:1.



Mas, além da identificacdo de fragmentos de dosagem Unica no genoma,
pode-se também proceder a identificacdo de fragmentos de dosagem dupla,
denominados marcadores double dose (MDD), presentes duas vezes no genoma de
um genitor, segregando na progénie na proporgdo 11:3, se o genoma monopldide do
genitor for x=8, ou segregando na progénie na propor¢do 7:2, se 0 genoma
monoploide do genitor for x=10 (Aitken et al., 2005).

A analise de segregacdo dos 282 gendtipos, juntamente aos dois
genitores, revelou presenca de polimorfismo entre os gendtipos descendentes do
cruzamento (Figura 1), para todos os 15 pares de primers SSR utilizados. Observa-
se na Figura 1 que um unico par de primer SSR é capaz de gerar uma grande
guantidade de fragmentos, os quais podem representar os diferentes alelos do
mesmo loco nos varios cromossomos homoélogos envolvidos, n&do permitindo,
entretanto, a identificacdo completa dos gendtipos pelo fenoétipo visualizado
(Oliveira, 2006).

Todavia, mesmo que marcadores como 0s SSR percam a vantagem de
co-dominancia e passem a funcionar como marcadores dominantes, a presenca do
grande numero de marcas geradas por cada par de primer permite uma leitura
ampla dos perfis dos individuos da progénie quando comparados aos genitores, 0

gue é fundamental para o estabelecimento dos grupos de ligacdo nos mapas

geneéticos.
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Figura 1. Cromatograma ilustrando o polimorfismo existente entre os genitores P1 (RB 97-
327) x P2 (RB 72-454) e trés gendtipos (1, 2 e 3) descendentes do cruzamento,
gerado pelos primers de microssatélites SEGMS79a (NED) e SMC222CG (6-
FAM), respectivamente.



Mais 18 pares de primers SSR e 40 combinagbes de AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism) ainda serdo testados para serem utilizadas na
populacdo em estudo e, se detectados os polimorfismos esperados, 0os marcadores
a serem utilizados na constru¢cdo do mapa genético serdo escolhidos com base em
testes estatisticos de segregacdo das marcas, de acordo com a metodologia
descrita por Wu et al. (1992).

Conclusdes

e Foi possivel verificar presenca de polimorfismo entre o0s genoétipos
provenientes do cruzamento das variedades comerciais RB-97-327 e RB-72-
454 para as 15 combinacdes de primers SSR utilizadas;

e Primers SSR sao capazes de gerar um grande numero de marcas por
genotipo em organismos polipléides, como a cana-de-agucar, sendo esta uma

vantagem na construcao de mapas genéticos saturados.
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