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Utilizacdo de marcadores moleculares RAPD e EST’s SSR para estudo
da variabilidade genética em cana-de-acucar

Use of molecular markers RAPD, and ESTs SSR to study genetic variability in
sugarcane

Jodo Andrade Dutra Filho?, Luciane Vilela Resende®, Gerson Quirino Bastos*, Djalma Euzébio Simdes Neto* e
Paulo Rocha Machado*

RESUMO - Marcadores moleculares dos tipos RAPD e EST’s SSR foram utilizados como ferramentas para avaliar a
variabilidade bem como estimar a divergéncia genética entre variedades comerciais e clones de cana-de-aglcar oriundos via
autofecundagdo. Vinte e trés genotipos foram utilizados neste estudo oriundos do Programa de Melhoramento Genético da
Cana-de-acUcar da Rede Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro (PMGCA/RIDESA). A extracdo
do DNA genémico seguiu a metodologia CTAB com modificagdes para cana-de-agUcar. Foram utilizados 11 oligonucleotideos
RAPD da operon Technologies e 7 EST’s SRR obtidos através de uma extensa revisdo de literatura. As analises da divergéncia
genética foram realizadas com o auxilio do Programa GENES. Os marcadores RAPD detectaram um alto grau de polimorfismo
genético, produzindo 61 bandas, das quais 58 foram polimdrficas. Os marcadores EST’s SSR amplificaram 38 alelos, sendo
34 polimoérficos. Havendo a formacdo de trés grupos, com a populacdo estudada. A maior parte da variagdo genética foi
mantida dentro das progénies, evidenciando a ocorréncia de um alto grau de variabilidade genética entre os genotipos de cada
progénie para fins de melhoramento. Através da divergéncia genética estimada foi possivel identificar parentais divergentes
para trabalhos de hibridagéo, visando a obteng¢ao de clones superiores com caracteres de interesse a agroinddstria canavieira. Os
marcadores molecuares RAPD e EST’s SSR foram igualmente eficientes para estimar a variabilidade genética nos genétipos
testados e elaborar os cruzamentos a serem realizados nos programas de melhoramento.

Palavras-chave: Cana-de-agucar. Melhoramento Vegetal. Moléculas-modelos.

ABSTRACT - Molecular markers of the type RAPD and ESTs SSR were used as tools to evaluate the variability, and estimate
the genetic divergence between commercial varieties and sugarcane clones from self-pollination. Twenty-three genotypes from
the Program for the Genetic Improvement of Sugarcane of the Interuniversity Network for the Development of the Sugar-
alcohol Sector (PMGCA/RIDESA), were used in this study. The extraction of genomic DNA followed CTAB methodology,
with modifications being made for sugarcane. Eleven RAPD oligonucleotides, obtained from Operon Technologies, and 7
ESTs SRR, found after an extensive review of the literature, were used. Analyses of genetic diversity were carried out using
the GENES software. The RAPD markers detected a high degree of genetic polymorphism, producing 61 bands, of which 58
were polymorphic. The ESTs SSR markers amplified 38 alleles, 34 being polymorphic. Three groups being formed with the
population studied. Most of the genetic variation was maintained among progeny, indicating the occurrence, for purposes of
breeding, of a high degree of genetic variability among the genotypes of each progeny. Through estimated genetic divergence,
it was possible to identify divergent parent plants, which could be used in hybridization in order to obtain superior clones with
characteristics of interest to the sugarcane industry. The molecular markers RAPD and ESTs SSR were equally efficient in
estimating the genetic variability in the genotypes tested, and in preparing crossbreeds to be used in breeding programs.

Key words: Sugarcane. Plant Breeding. Molecular-models.
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INTRODUCAO

A cana-de-agUcar (Saccharum spp) é uma espécie
bem complexa no que se refere a sua natureza genética,
devido a sua base citoldgica e aos diferentes niveis
de ploidia. Em programas de melhoramento com essa
espécie, os estudos visando a estimagdo da variabilidade
genética sdo de extrema importancia, nao apenas por
auxiliar nos trabalhos de selecdo mas também em func¢éo
da degenerescéncia varietal que ocorre com o passar
do tempo nas variedades comerciais, afetando seus
rendimentos agricola e industrial (STUPIELLO, 2002).
Por este motivo, a retroalimentacdo de novas variedades
que atendam as demandas agroindustriais deve ser
continuamente mantida nos programas de melhoramento
para substituicdo das obsoletas ou daquelas que ja
apresentam o problema em questéo.

No Brasil, o Estado de Pernambuco se destaca
como um dos tradicionais produtores de cana-de-agUcar da
Regido Nordeste com uma producéo de aproximadamente
18,5 milhdes de toneladas (COMPANHIA NACIONAL
DE ABASTECIMENTO, 2012).

Em cana-de-acUcar, a variabilidade genética para
a selecdo de novos clones para exploracdo comercial
¢ obtida através da realizacdo de cruzamentos entre
variedades comerciais e pré-comerciais que apresentem
em sua constituicdo genes relacionados a caracteres de
interesse. Para explorar eficientemente este processo
devem-se efetuar hibridacGes entre genitores divergentes
(MATSUOKA; GARCIA; ARIZONO, 2005).

Adivergéncia genética pode ser estimada com base
em métodos preditivos a partir de marcadores agronémicos,
bioguimicos, morfolégicos e moleculares (SHIMOYA et
al., 2002). Mesmo tendo grande utilizacdo em programas
de melhoramento, os marcadores agrondmicos apresentam
a limitacdo de serem facilmente influenciados pelo
ambiente (SALLA et al., 2002).

Os marcadores moleculares, em contrapartida,
apresentam a vantagem de representarem o gendtipo
proveniente de um grande nudmero de marcadores
agrondmicos e morfologicos (WUNSCH; HORMAZA,
2002). Além disso, aceleram a obtencdo de genoétipos
desejaveis e podem estar ligados a locos que determinam
caracteristicas de interesse, ndo sendo influenciado por
variacdes ambientais (FUGANTI et al., 2004). Para Leal et
al. (2010), os marcadores moleculares RAPD e SSR estao
entre 0s mais utilizados para determinacédo da divergéncia
genética.

Atécnica do polimorfismo de DNA amplificado ao
acaso (RAPD) é de baixo custo e facil execucdo. Consiste de
iniciadores arbitrarios e ndo dependem do sequenciamento
prévio do genoma da espécie na qual vai ser aplicado. A

grande vantagem dessa técnica seria a rapidez na obtencao
dos resultados (CAIXETA et al., 2006). Ja os iniciadores
EST’S SSR s&o uma classe funcional de marcadores
moleculares baseados em sequéncias simples repetidas.
Estdo ligados a locos que determinam caracteristicas de
interesse, apresentam o carater co-dominante, podendo
diferenciar os homozigotos dos heterozigotos formando
locos genéticos altamente polimdrficos (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998). A utilizacdo conjunta destes
dois tipos de marcadores cada um amplificando, quanto
ao seu potencial, regides especificas, contribuira para
uma maior cobertura do genoma e também para maior
consisténcia nos resultados relativos a similaridade ou
divergéncia genética interpopulacionais.

Neste trabalho, os marcadores dos tipos RAPD e
EST’s SSR foram utilizados visando avaliar a variabilidade
genética entre e dentro de progénies elites de cana-de-
aclcar bem como estimar a divergéncia genética entre
trés variedades comerciais e 20 clones oriundos via
autofecundacao.

MATERIAL E METODOS

Trés populacbes (progénies) oriundas via
autofecundacgdo com trés variedades comerciais foram
utilizadas neste estudo: seis genotipos obtidos da
variedade RB867515, sete obtidos da RB943365 e 7
obtidos da RB863129 (Tabela 1). Todos 0s cruzamentos
gerados pelo Programa de Melhoramento Genético da
Cana-de-agUcar da RIDESA (Rede Interuniversitaria
para o Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro),
na Estacdo de Floragdo e Cruzamento de Devaneio,
Amaraji, PE.

Os gendtipos foram selecionados em campo na
fase T1 cana soca através da selecdo massal, baseando-se
nos seguintes descritores, recomendados pelo PMGCA/
UFRPE/RIDESA.

A extracdo de DNA e as reacdes de amplificacdo
seguiram o protocolo descrito por Nienhuis et al. (1995)
com modificacdes para cana-de-agucar. Foram utilizados
11 marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA) da Operon Technologies: OPAL 09, OPAN 20,
OPAX 02, OPAX 09, OPAX 10, OPAX 11, OPAX 12,
OPAX 16, OPAX 17, OPAX 18 e OPAX 19.

Para os marcadores RAPD, as reagdes de
amplificacdo tiveram volume final de 12,01 pl,
contendo: 5,45 ul de 4gua, 2,25 pl de DNA (10 ng.ml?),
0,66 pl de dNTP (50uM, incluir o fabricante), 2,25 pl
de cada oligonucleotideo (0,4 uM), 1,0 ul de tampéo de
reacdo 10 X e 0,4 unidades da enzima Taq polimerase
(invitrogen).
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Tabela 1 - ldentificacdo das trés populacbes de cana-de-aglcar, genitores e caracteres morfoldgicos considerados no processo de

sele¢do na fase T1 do PMGCA/UFRPE/RIDESA

Genotipos Genitores Pf Ve Hc T F
1. RB867515 RB72454 X ? Médio Rapido Ereto Eventual Eventual
UFRPE06-01 Auto. RB867515 Baixo Rapido Ereto Frequente Eventual
UFRPE06-02 Auto. RB867515 Baixo Regular Ereto Eventual Médio
UFRPE06-03 Auto. RB867515 Médio Regular Ereto Eventual Eventual
UFRPE06-04 Auto. RB867515 Meédio Regular Ereto Eventual Eventual
UFRPE06-05 Auto. RB867515 Baixo Rapido S.D Raro Raro
UFRPE06-06 Auto. RB867515 Meédio Rapido S.D Eventual Eventual
2. RB943365 ROC3 X RB83100 Meédio Regular Ereto Raro Raro
UFRPE06-07 Auto. RB943365 Meédio Regular Ereto Raro Eventual
UFRPE06-08 Auto. RB943365 Meédio Regular Ereto Raro Raro
UFRPE06-09 Auto. RB943365 Meédio Regular Ereto Raro Raro
UFRPE06-10 Auto. RB943365 Meédio Regular S.D Raro Raro
UFRPEO06-11 Auto. RB943365 Baixo Lento S.D Raro Raro
UFRPE06-12 Auto. RB943365 Alto Rapido S.D Raro Raro
UFRPEQ6-13 Auto. RB943365 Alto Lento S.D Raro Eventual
3. RB863129 RB763411 X ? Meédio Regular S.D Raro Eventual
UFRPEO06-14 Auto. RB863129 Médio Regular S.D Raro Eventual
UFRPE06-15 Auto. RB863129 Médio Regular S.D Raro Eventual
UFRPE06-16 Auto. RB863129 Médio Regular S.D Raro Raro
UFRPE06-17 Auto. RB863129 Alto Regular S.D Raro Eventual
UFRPE06-18 Auto. RB863129 Alto Regular S.D Eventual Raro
UFRPE06-19 Auto. RB863129 Alto Rapido Ereto Raro Ausente
UFRPE06-20 Auto. RB863129 Médio Regular S.D Raro Eventual

Genotipos Genitores Ch D Ts F Esc
1. RB867515 RB72454 X ? Médio Média Alto Resistente Tolerante
UFRPEQ06-01 Auto. RB867515 Pouco Média Alto Resistente Tolerante
UFRPEQ06-02 Auto. RB867515 Ausente Média Alto Resistente Tolerante
UFRPEQ06-03 Auto. RB867515 Médio Média Alto Resistente Tolerante
UFRPEQ6-04 Auto. RB867515 Médio Ausente Alto Resistente Tolerante
UFRPEQ06-05 Auto. RB867515 Médio Média Alto Tolerante Tolerante
UFRPEQ06-06 Auto. RB867515 Médio Dificil Médio Resistente Resistente
2. RB943365 ROC3 X RB83100 Ausente Facil Alto Tolerante Resistente
UFRPEQ06-07 Auto. RB943365 Ausente Facil Alto Tolerante Resistente
UFRPEQ06-08 Auto. RB943365 Ausente Facil Alto Tolerante Resistente
UFRPE06-09 Auto. RB943365 Ausente Facil Alto Tolerante Tolerante
UFRPEQ06-10 Auto. RB943365 Ausente Facil Alto Tolerante Resistente
UFRPEO6-11 Auto. RB943365 Médio Facil Alto Tolerante Tolerante
UFRPEQ6-12 Auto. RB943365 Médio Média Alto Tolerante Resistente
UFRPEQ06-13 Auto. RB943365 Médio Média Alto Tolerante Resistente
3. RB863129 RB763411 X ? Pouco Facil Médio Tolerante Resistente
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Continuacdo da Tabela 1

UFRPEOQ6-14 Auto. RB863129 Pouco
UFRPEQ6-15 Auto. RB863129 Pouco
UFRPEQ6-16 Auto. RB863129 Pouco
UFRPEQ6-17 Auto. RB863129 Pouco
UFRPEO06-18 Auto. RB863129 Médio
UFRPE06-19 Auto. RB863129 Pouco
UFRPEO06-20 Auto. RB863129 Médio

Facil Médio Tolerante Resistente
Média Médio Tolerante Resistente
Média Médio Tolerante Resistente
Facil Médio Tolerante Tolerante
Média Médio Tolerante Tolerante
Facil Alto Resistente Resistente
Média Médio Resistente Tolerante

Nota: Pf = Perfilhamento, V¢ = Velocidade de crescimento, Hc = Habito de crescimento, T = Tombamento, F = Florescimento, Ch = Chochamento,
D = Despalha, Ts = Teor de sacarose, F = Ferrugem, Esc = Escaldadura das folhas, S.D = Semi-Decumbente

As reacdes foram amplificadas em termociclador
Eppendorf Master Cycler Gradiente 5331. A
amplificacdo foi seguida por 40 ciclos, com desnaturacéo
inicial a 94 °C/5 min e cada ciclo com 94 °C/2 min, 37 °C/15
segundos e 72 °C/1 min, respectivamente para denaturagao,
anelamento e extensdo, e uma extensdo final a 72 °C/5
minutos.

A separagdo dos produtos amplificados foi
realizada em eletroforese horizontal a 50 volts, durante
2 horas. Os produtos foram visualizados em gel de
agarose (1%) corado com Brometo de etidio (0,5 pg ml?)
e fotodocumentados sob luz ultravioleta com camara
fotografica EDA - 290 (Kodak).

Os oligonucleotideos dos EST’S SSR usados
neste trabalho foram desenvolvidos por Pinto et al.
(2004). As reacBes de amplificacdo tiveram volume final
de 12,01 pl, contendo: 5,45 pl de &gua, 2,25 pl de DNA
(10 ng.ml%), 0,66 pl de dNTP (50uM), 2,25 pl de cada
par de oligonucleotideo (0,4 uM), 1,0 ul de tampéo de
reacdo 10X e 0,4 unidades da enzima Taq polimerase.

As reacdes foram amplificadas em termociclador
Eppendorf Master Cycler Gradiente 5331. A
amplificacdo foiseguidapor40ciclos, comdesnaturacao
inicial a 94 °C/5min e cada ciclo com 94 °C/2 min,
37 °C/15 segundos e 72 °C/1 min, respectivamente para
desnaturacdo, anelamento e extensdo, e uma extensdo
final a 72 °C/5 minutos.

A separagdo dos produtos amplificados foi
realizada em eletroforese vertical a 130 volts, durante
2 horas em gel de poliacrilamida desnaturante (8%). Os
produtos de amplificacdo foram corados com Nitrato
de prata e fotodocumentados em camara fotografica
EDA - 290 (Kodak).

Os marcadores moleculares foram analisados
quanto a presenca (1) ou auséncia (0) de bandas,
construindo-se uma matriz binaria. A distribuicdo da
variabilidade genética entre e dentro de progénies foi

avaliada através da Anélise Molecular de Variancia
(AMOVA), de acordo com Excoffier et al. (1992). As
estimativas da divergéncia genética entre os genotipos
foram obtidas por meio do complemento aritmético do
coeficiente de Jaccard e para construir o dendrograma
utilizou-se o método hierdrquico do tipo UPGMA
(Unweighted Pair Group Method Using Arithmetical
Averages). Para verificar a concordancia entre os valores
originais de dissimilaridade e aqueles representados
no dendrograma efetuou-se o calculo do coeficiente de
correlagdo cofenético segundo Sokal e Rohlf (1962).
Os marcadores EST’s SSR foram considerados como
marcadores dominantes, podendo, neste caso, utilizar o
coeficiente de Jaccard, conforme Amorim et al. (2008).
As andlises genético-estatisticas foram realizadas com o
auxilio do programa Genes (CRUZ, 2006).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os marcadores RAPD utilizados no presente
trabalho geraram alto grau de polimorfismo genético
nos genotipos avaliados. O numero total de bandas
produzidas foi de 61, que representa 100% dos fragmentos
amplificados (Tabela 2). O nUmero total de bandas
polimorficas foi de 58 (95,08%), enquanto que o nimero
de bandas monomorficas foi trés (4,92%).

O oligonucleotideo OPAX 19 gerou o maior
namero de bandas (nove), todas elas polimorficas (100%).
Os oligonucleotideos OPAX12, OPAX16, OPAX16,
OPAX17, OPAN20, OPALO09, e OPAX02 também
apresentaram 100% de polimorfismo, com um total de 8;
7;6;5; 5; 5, e 1 bandas respectivamente, sendo esses oito
0s marcadores mais polimorficos.

O percentual de polimorfismo detectado com os
marcadores RAPD neste trabalho foi semelhante ao obtido
com ISSR por Almeida et al. (2009), para discriminar
variedades comerciais de cana-de-agucar. Esse resultado
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Tabela 2 - Total de bandas e polimorfismo gerados nas progénies de cana-de-agucar por meio dos marcadores RAPD

Oligonucleotideos  Total de bandas amplificadas Bandas monomoérficas  Bandas polimdrficas (%)
OPAL 09 5 0 5 100
OPAN 20 5 0 5 100
OPAX 02 1 0 1 100
OPAX 09 5 1 4 80
OPAX 10 4 1 3 75
OPAX 11 5 0 5 100
OPAX 12 8 0 8 100
OPAX 16 7 0 7 100
OPAX 17 6 0 6 100
OPAX 18 6 1 5 100
OPAX 19 9 0 9 83,34
Total 61 3 58 100

¢ interessante porque demonstra que os marcadores
RAPD, embora menos robustos que os ISSR, podem ser
perfeitamente utilizados para discriminar genétipos a um
custo mais baixo, desde que a espécie utilizada detenha
variabilidade genética suficiente para gerar polimorfismo,
como é o caso da cana-de-agUcar.

Esse resultado é importante, pois nos programas de
melhoramento genético de cana-de-agUicar 0s cruzamentos
geralmente sdo planejados levando em consideracdo o
desempenho agrondmico dos genitores nas fases mais
avancadas de selecéo e de experimentagdo. Para Tabasum et
al. (2010), sucessivas selegdes para as mesmas caracteristicas
pode levar ao estreitamento da base genética comprometendo
a obtengdo de gendtipos superiores. Com este elevado nivel
de polimorfismo alcangado é possivel discriminar genétipos
a nivel de DNA evitando os efeitos da endogamia por se
tratar de uma espécie predominantemente alégama.

Os EST’s SSR amplificaram um total de 38 alelos
(Tabela 3), dos quais 34 foram polimdrficos (89,47%) e 4
foram monomorficos (10,53%). O oligonucleotideo mais
polimorfico foi SCC04, que amplificou 8 alelos, todos
com 100% de polimorfismo; o menos polimérfico foi
SCBO07, com cinco alelos, trés polimdrficos (60%) e dois
monomdrficos (40%).

Os marcadores EST’s SSR utilizados neste trabalho
detectaram um nivel de polimorfismo genético maior
do que os usados por Silva (2001), que também utilizou
oligonucleotideos EST’s SSR para detectar polimorfismo
genético em gen6tipos selvagens e hibridos comerciais
de cana-de-agUcar. Para se alcancar maior produtividade
na cana-de-aguUcar € necessario manter um elevado grau
de diversidade genética nas populacBes derivadas de
cruzamentos previamente planejados na qual se praticara
a selecdo. Em se tratando de marcadores moleculares

Tabela 3 - Detecgéo de polimorfismo genético em populagdes de cana-de-aglcar obtido através de sete marcadores EST’s SSR

Oligonucleotideos  Total de alelos amplificados ~ Alelos monomorficos  Alelos Polimorficos (%)
SCco1 4 0 4 100
SCBO07 5 2 3 60
SCCo4 8 0 8 100
SCA07 5 0 5 100
SCC05 5 0 5 100
SCA08 7 1 6 85,71
SCA10 3 1 2 66,67
Total 38 4 34 89,47
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funcionais que estdo ligados a locos que determinam
caracteres de interesse, 0 alto grau de polimorfismo
genético detectado pelos marcadores ETS’s SSR no
presente trabalho, contribuirdo para a obtencdo de novas
populagdes com elevado potencial para a recuperacgao
de novos gendtipos de maior efeito heterdtico e com
caracteres de interesse a agroinddstria canavieira nas fases
subsequentes de sele¢éo.

Os dados gerados por meio da AMOVA encontram-
se na Tabela 4. Observa-se que o percentual de variagéo
genética foi muito semelhante para as duas classes de
marcadores, sendo maior dentro das progénies (87,75 e
85,19%) do que entre elas (12,25 e 14,81%), para RAPD e
EST’s SSR, respectivamente.

A baixa porcentagem da variacdo genética
detectada entre as populagbes (progénies oriundas das
variedades RB) é reflexo dos sucessivos ciclos de selegdo e
recombinac&o para desenvolvimento de novas variedades,
porém mais homogéneas e com base genética mais estreita.
Por outro lado, a maior porcentagem da variacdo genética
detectada dentro das progénies reflete a ocorréncia de
maior variabilidade nas populagdes, contribuindo para o
sucesso dos trabalhos de melhoramento.

Os valores da dissimilaridade genética entre
os clones e variedades avaliados variaram de 0,22 a
0,77 (Tabela 5). A menor dissimilaridade foi registrada
entre os clones UFRPE06-03 e UFRPE06-06 ambos
provenientes da autofecundacdo da variedade
RB867515. Em contrapartida, os clones UFRPE06-10
e UFRPEO06-19 foram os mais distantes geneticamente,
sendo estes, provenientes da autofecundacdo das
variedades RB943365 e RB863129, respectivamente.

Considerando-se que as populagdes avaliadas
foram obtidas por meio de autofecundacdo, para
um trabalho de melhoramento, se estabeleceu como

satisfatéria as hibridacBes entre gendtipos com
dissimilaridade genética > 0,70 (70%). Assim, as
combinagfes mais promissoras seriam entre 0s clones
UFRPE06-13 x UFRPE06-20, UFRPE06-03 x UFRPEQ6-
10, UFRPEO06-10 x UFRPE06-17, UFRPE06-10 x
UFRPE06-18, UFRPE06-02 x UFRPE06-20, UFRPE06-05
x UFRPEQ6-10, UFRPE06-06 x UFRPE06-10 e UFRPEQ6-
10 x UFRPE06-19.

Quando se efetua cruzamentos entre
individuos distantes geneticamente a tendéncia é de
compartilharem muitos genes e alelos ndo comuns
havendo complementariedade e alto vigor com maior
probabilidade de manifestagdo da heterose (TABASUM
et al., 2010).

O coeficiente de correlagdo cofenético entre a
matriz de dissimilaridade obtida pelo complemento
aritmético do coeficiente de Jaccard e a matriz cofenética
foi de r = 0,91. Isso indica a precisdo entre os valores
originais de dissimilaridade e os representados no
dendrograma da Figura 1, o qual foi gerado pelo
método UPGMA, com base nos padrdes de bandas dos
marcadores RAPD e EST’s-SSR.

Com base no ponto de corte correspondente a
dissimilaridade genética de aproximadamente 77%,
pode-se constatar a formagdo de 3 grandes grupos.
O grupo | aglomerou os gendtipos UFRPE06-03,
UFRPEO06-06, UFRPE06-02, UFRPE06-01, UFRPEQ6-
05, UFRPE06-04, RB943365, UFRPE06-07,
RB863129, UFRPE06-14, UFRPE06-16, UFRPEQ6-
11, UFRPEO06-15, UFRPE06-12, UFRPE06-13,
RB867515, UFRPE06-17 e UFRPEQ6-18. O grupo 1l
0s gendtipos UFRPE06-19 e UFRPE06-20 e o 11l os
gen6tipos UFRPE06-08, UFRPE06-09 e UFRPEOQ6-
10. A variedade comercial RB867515 apesar de estar
inclusa no mesmo grupo das variedades RB943365

Tabela 4 - AMOVA para 0s genotipos de cana-de-aglicar com base na amplificacdo de marcadores RAPD (63 bandas) e EST’s SSR

(38 alelos)
Fonte de variacdo GL SQ Variagdo total (%) @ST P
RAPD
Entre progénies 2 40,85 12,25 0,1225 0,0001
Dentro de progénies 20 197,5 87,75
Total 22 238,35 100
EST’s SSR
Entre progénies 2 23,98 14,81 0,1481 0,0001
Dentro de progénies 20 102,89 85,19
Total 22 126.87 100

Nota: G.L: Graus de liberdade; @ST: Estatistica ST; S.Q: Soma de quadrados; P: Probabilidade (Nivel de significancia)
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Tabela 5 - Matriz de dissimilaridade, entre 23 gen6tipos de cana-de-agUcar, obtida através do complemento aritmético do coeficiente
de Jaccard a partir de informac®es binérias geradas por marcadores moleculares RAPD e EST’s SSR

G 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1. RB867515 0 036 036 042 043 052 048 043 048 049 056 0,55
2. UFRPE06-01 0 034 032 030 035 034 037 045 048 058 0,65
3. UFRPE06-02 0 023 032 033 032 031 043 060 063 067
4. UFRPE06-03 0 032 033 022 036 038 065 063 070
5. UFRPE06-04 0 041 043 043 045 059 061 0,63
6. UFRPE06-05 0 036 040 047 066 063 072
7. UFRPE06-06 0 042 035 067 065 074
8. RB943365 0 036 058 055 064
9. UFRPE06-07 0 059 055 063
10. UFRPE06-08 0 038 045
11. UFRPE06-09 0 0,49
12. UFRPE06-10 0
13. UFRPE06-11
14. UFRPE06-12
15. UFRPE06-13
16. RB863129
17. UFRPE06-14
18. UFRPE06-15
19. UFRPE06-16
20. UFRPE06-17
21. UFRPE06-18
22. UFRPE06-19
23. UFRPE06-20

G 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
1. RB867515 046 039 048 038 039 047 049 053 053 062 055
2. UFRPE06-01 037 041 041 037 049 047 039 046 054 063 0,59
3. UFRPE06-02 043 039 041 035 041 046 046 057 055 067 071
4. UFRPE06-03 041 038 038 036 044 044 045 049 047 065 0,63
5. UFRPE06-04 049 039 047 039 045 049 050 054 060 069 0,66
6. UFRPE06-05 0,32 042 038 039 046 039 043 049 045 069 067
7. UFRPE06-06 0,36 040 0,38 043 048 039 041 047 049 063 063
8. RB943365 038 036 036 034 045 047 034 048 050 069 068
9. UFRPE06-07 043 038 044 034 044 046 036 037 049 065 0,63

10. UFRPEO6-08 0,58 058 065 050 054 062 058 05 060 062 048
11. UFRPEO6-09 0,57 054 065 053 050 063 054 05 061 062 0,60
12. UFRPEOG-10 066 063 069 058 058 068 064 0,71 0,71 0,77 0,69
13. UFRPEO6-11 0 032 034 03 04 028 039 045 038 064 0,65

14. UFRPEO6-12 0 029 030 03 032 036 040 044 061 0,68
15. UFRPEO6-13 0 031 03 032 036 049 045 065 0,70
16. RB863129 0 026 030 029 043 045 0,68 0,65
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Continuacao da Tabela 5

17. UFRPEO6-14 0

18. UFRPEO6-15
19. UFRPEO6-16
20. UFRPEOG-17
21. UFRPEO6-18
22. UFRPEO06-19
23. UFRPEOQ6-20

039 033 051 049 057 063
0 040 044 044 067 0,65
0 03 041 059 0,64

0,52

0,55

0,43

Figura 1 - Dendrograma representativo do padrdo de dissimilaridade, estabelecido pelo método hierarquico da ligacdo média entre
grupo, com base na utilizacdo conjunta de marcadores moleculares do tipo RAPD e EST’S SSR. O valor do coeficiente de correlacdo

cofenético (r) é de 0,91
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e RB863129, comportou-se como a mais distinta,
isto pode ser devido também a grande diferenca nos
descritores morfologicos em relacdo a essas variedades
apresentados na Tabela 1. J& as variedades RB943365
e RB863129 estdo muito proximas e se assemelham
quanto a seis descritores morfoldgicos, incluindo a
resisténcia a ferrugem marrom e a escaldadura das
folhas que séo caracteres geralmente controlados por
um ou poucos genes.

Constata-se ainda que o0s genotipos mais
distantes geneticamente, e, portanto recomendados
para hibridizacdo foram alocados em grupos distintos
no dendrograma e diferem quanto a um grande

50 60 70 80 90 100

namero de descritores morfoldgicos, a exemplo dos
gen6tipos UFRPE06-13 x UFRPEO06-20, UFRPEOQ6-
03 x UFRPEO06-10, UFRPE06-10 x UFRPEQ6-
17, UFRPEO06-10 x UFRPEO06-18, UFRPE06-02 x
UFRPEO06-20, UFRPE06-05x UFRPE06-10, UFRPEQ6-
06 x UFRPEO06-10 e UFRPE06-10 x UFRPE06-19.
Revelando grande concordancia entre os resultados
expressos pela matriz de dissimilaridade e 0s grupos
representados no dendrograma, além de alta eficiéncia
dos marcadores RAPD e EST’s SSR para acessar a
variabilidade genética em cana-de-agUcar e discriminar
gendtipos para recombinacdes com perspectivas
favoraveis na obtencdo de populagdes melhoradas
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e recuperagdo de novos clones com caracteres de
interesse nas fases subsequentes de selecéo.

CONCLUSOES

1. Os marcadores RAPD e EST’s SRR séo contributivos
para discriminar genétipos de cana-de-aglcar oriundos
de autofecundagéo;

2. Hibridagbes entre os genétipos UFRPE06-13 x
UFRPEO06-20, UFRPE06-03 x UFRPE06-10, UFRPE06-
10 x UFRPE06-17, UFRPE06-10 x UFRPEOQ6-
18, UFRPE06-02 x UFRPEQ06-20, UFRPE06-05
x UFRPEO06-10, UFRPE06-06 x UFRPE06-10 e
UFRPE06-10 x UFRPE06-19 devem ser exploradas
visando a obtencdo de populacBes melhoradas e de
novos clones geneticamente superiores que venham a
ser amplamente cultivados a nivel comercial.
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