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Introducio

A cana-de-acacar (Saccharum
spp.) € uma das principais culturas
do Brasil, sendo o agronegocio sucro-
alcooleiro responsavel por 2,4% do
PIB nacional (www .jornalcana.com.br).
Este setor é também um dos que
mais empregam no pais, com a gera-
cao de 3,6 milhoes de empregos
diretos e indiretos, além de congre-
gar mais de 72.000 agricultores e
334 usinas (www.jornalcana.com.br).
O Brasil ¢ o maior produtor mundial
de acucar, obtendo 24 milhoes de
toneladas ano’!, das quais cerca de
60% sao exportadas. Ha perspecti-
vas para aumento das exportacoes
do acgucar brasileiro, motivado prin-
cipalmente pela redu¢ao aos subsi-
dios praticados pela Uniao Européia
aproducido de acicar de beterraba, e
pelo aumento do consumo de pro-
dutos industrializados que utilizam o
acucar como matéria-prima. A pro-
ducio brasileira de etanol também é
a maior do mundo, com 14 bilhdes
de litros de alcool ano™!, devido a
utilizacdo em larga escala no Brasil
do etanol como combustivel
renovavel e alternativo ao petréleo.
Hoje o dlcool é reconhecido mundi-
almente pelas suas vantagens
ambientais, sociais e econdmicas e
diversos paises tém demonstrado
interesse crescente na tecnologia
brasileira. Estima-se que com os
carros bi-combustiveis, a demanda
interna de etanol combustivel sera
de 22,1 bilhoes de litros anuais até o
ano de 2010, enquanto que no mer-
cado externo, a demanda projetada
seja de 5,2 bilhodes de litros. Para
atender ao incremento na demanda,
o setor sucro-alcooleiro devera ex-
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pandira area plantada com cana-de-
acucar dos atuais seis milhoes de
hectares para 9,1 milhoes de ha nos
proximos oito anos. Essa expansao
deve ocorrer principalmente em dre-
as tradicionalmente ocupadas pela
pecudria extensiva (oeste de Sao
Paulo, Goids, Triangulo Mineiro,
Parand e Mato Grosso do Sul).

Apesar da importancia da cultu-
ra de cana-de-actcar para o Brasil, o
rendimento nacional é baixo, com
média de 75 ton/ha (www.fnp.com.br),
sendo que a principal estratégia para
aumento de produtividade é o de-
senvolvimento de cultivares melho-
radas. Em todo o mundo, os progra-
mas de melhoramento genético bus-
cam obter cultivares mais produti-
vas, exibindo tolerdncia a fatores
bidticos e abiodticos, de modo a se
extrair o potencial maximo da cultu-
ra sob condi¢oes ambientais especi-
ficas. As cultivares comerciais em
uso foram originalmente derivadas
de hibridac¢oes interespecificas, en-
tre a espécie produtora de actcar, S.
officinarum (‘cana nobre’), e as es-
pécies selvagens S. spontaneum, S.
edule, S. barbieri e S. sinense, se-
guidas de wuma série de
retrocruzamentos com S.
officinarum.

Nos programas de melhoramen-
to do Instituto Agrondmico de Cam-
pinas (IAC) e do Centro de Tecnologia
Canavieira (CTC) sdo realizados pre-
ferencialmente cruzamentos
biparentais entre cultivares de elite.
As sementes dos cruzamentos sao
germinadas, e as plantulas obtidas
sao cultivadas em diversas estacoes
experimentais, sendo submetidas a
selecio em fase de soca,
quantificando-se parametros



Figura 1. Vista aérea de experimentos contrastando diversas cultivares
de cana-de-acucar

tecnologicos e biométricos relacio-
nados a producao (Figura 1). Os
clones resultantes das diversas fases
de selecao sao enviados para as usi-
nas cooperadas e avaliados quanto
ao seu desempenho sob diversas
condic¢oes edafoclimaticas. Anual-
mente, cerca de 2.000 cruzamentos
sao realizados pelos programas de
melhoramento do IAC e CTC, geran-
do uma populacio de 3.500.000
seedlings para selecdo. Nos dois
altimos anos, nove novas cultivares
foram lancadas pelos dois programas
de melhoramento. Portanto, o de-
senvolvimento de uma cultivar de
cana-de-acicar é um processo que
demanda muito tempo (em média
12 anos), trabalho e recursos.

O elevado nivel de ploidia (2=
100-130), a ocorréncia de
aneuploidia e a complexidade
citogenética  dos  hibridos
interespecificos, combinado com a
dificuldade de se obter total controle
na hibridacao, tem limitado os estu-
dos genéticos em cana-de-actcar
(Grivet & Arruda, 2001), fazendo do
melhoramento genético uma ativi-
dade extremamente desafiadora. A
maioria das caracteristicas-alvo da
selecao no melhoramento apresenta
heranca complexa, sendo que em
cana-de-acucar, essa complexidade
¢ intensificada em decorréncia da
existéncia da poliploidia e

aneuploidia. Portanto, a cana-de-
acucar € considerada, dentre as plan-
tas cultivadas, como aquela que apre-
senta a genética mais complexa.

O mapeamento genético apre-
senta grande potencial para a andlise
do genoma, pois permite dissecar
geneticamente os caracteres de he-
ranca complexa em caracteres de
heranca simples, fornecendo infor-
macdes importantes para o auxilio
do melhoramento (Ferreira &
Grattapaglia, 1998). Tendo em vista
que o genoma de cada individuo
possui caracteristicas (seqiiéncias de
nucleotideos) que o diferencia dos
demais, a andlise molecular permite
detectar variabilidade genética como
também determinar pontos de refe-
réncia nos cromossomos, possibili-
tando assim, um aumento da eficién-
cia da selecao precoce e/ou indireta
em cana-de-acicar. O uso de
marcadores moleculares possibilita
otimizar a pratica de selecio no me-
lhoramento, uma vez que sao capa-
zes de revelar a variabilidade gené-
tica existente no DNA e ndo estarem
sujeitos as influéncias de efeitos
ambientais.

Diversos tipos de marcadores
moleculares estao disponiveis para
analise do genoma da cana-de-acu-
car, sendo que sua utilizacado no me-
lhoramento poderd permitir a sele-
¢ao de um clone a partir da informa-

c¢ao de seu genotipo e nao de seu
fendtipo, num processo denomina-
do de selecao assistida por
marcadores. Dessa forma,
marcadores moleculares associados
a caracteristicas de interesse, sejam
elas qualitativas ou quantitativas,
poderao auxiliar o melhorista a sele-
cionar, de forma mais eficiente, os
clones com as caracteristicas deseja-
das, ainda na fase juvenil (seedlings),
reduzindo-se o tempo e o espaco
necessarios para se praticar a sele-
¢ao, possibilitando ainda, a selecao
simultinea para mais de uma carac-
teristica. O pré-requisito basico para
a aplicacao da seleciao assistida por
marcadores no melhoramento da
cana-de-acicar é a construcdo de
mapas genéticos de ligacdo e a iden-
tificacao de marcadores fortemente
ligados a gene(s) associados a carac-
teristica de interesse.

Detecciao de polimorfismo
e nivel de ploidia em
cana-de-acicar

Por se tratar de uma planta
poliploide, o mapeamento com
marcadores moleculares tal como é
feito em plantas diploides nao pode
ser diretamente aplicado em cana-
de-acucar, dado a impossibilidade de
se identificar o genotipo de um indi-
viduo a partir do padrao de bandas
obtido (da Silva et al., 1995). Em
individuos polipléides, hd inimeros
alelos de um mesmo loco segregan-
do, os quais podem ser desde nuliplex
(i.e. aaaaaaaa, se x = 8), a simplex
(i.e Aaaaaaaa), duplex (i.e.
AAaaaaaa), triplex (i.e. AAAaaaaa),
ou multiplex, com nimero irregular
de cromossomos em muitas classes
homologas em decorréncia de
aneuploidia em cana-de-actcar
(Hoarau etal., 2001; Grivet & Arruda,
2001). Somado a esses fatores, com-
plicacoes relacionadas a possiveis
duplicacoes no genoma e confusoes
entre alelos e locos pardlogos (i.e.
derivados destas duplicacdes) sao
muito dificeis de se esclarecer (Grivet
et al., 1990).

Um método para mapeamento
genético em poliploides com
pareamento bivalente na meiose,
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Figura 3. Esquema ilustrando os inimeros alelos de um mesmo loco segregando.
Em destaque os alelos em dose Gnica utilizados para o mapeamento genético

baseado na segregacao de
marcadores de dose Gnica (MDU) foi
proposto por Wu et al. (1992). Esse
método € uma alternativa para sim-
plificar o estudo das segregacoes de
multiplos alelos em diferentes dosa-
gens. No mapeamento de poliploides
empregando-se marcadores em dose
unica, as bandas sao interpretadas
como marcadores dominantes, com
presenca ou auséncia do fragmento,
desprezando-se o carater co-domi-
nante dos marcadores RFLP
(Restriction Fragment Length
Polymorphism) e microssatélites
(Figura 2 e 3). Os MDUs sao detec-

tados pela segregacao de fragmen-
tos na proporc¢ao de 1:1, onde meta-
de dos gametas contém o DNA de
um fragmento e a outra metade nao
(como por exemplo Aaaaaaaa X

gametas podem ser VISuthddOS na
progénie de um determinado cruza-
mento, onde um fragmento
(marcador) estd presente em um
genitor e ausente no outro (Wu et
al., 1992). Outra maneira de deteccao
de marcadores em dose Ginica € quan-
do um mesmo alelo esta presente
nos dois genitores em dosagem uni-
ca (simplex; Aaaaaaaaa x Aaaaaaaa),
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e a segregacao deles na progénie
obedece a proporc¢ao 3:1 (da Silva et
al., 1993; Grivetetal., 1996). Outros
tipos de segregacao sao possiveis de
serem observados em poliploides,
no entanto, nao existem programas
computacionais capazes de analisar
estes dados e a andlise deve ser
conduzida diretamente.

Espécies consideradas
alopolipléides possuem um
pareamento cromossomico preferen-
cial na meiose, com formacio de
bivalentes, devido ao seu genoma
ser uma combinacao de espécies
distintas, reunidas por hibridacoes
interespecificas. Ja as espécies con-
sideradas autopolipléides, por pos-
suirem um genoma derivado da com-
binacio de mais de dois genomas
geneticamente muito similares
(homologos), o pareamento dos
cromossomos na meiose ocorrem de
forma aleatoéria ou nao preferencial
(heranca polissOmica). Em uma es-
pécie alopoliploide que possua trés
conjuntos cromossdmicos genetica-
mente distintos (homedlogos), o
pareamento na meiose se daria com
preferéncia de pareamento
cromossOmico de cada um dos trés
conjuntos distintos homedlogos. No
mapeamento genético desta espé-
cie (trigo, por exemplo), cada grupo
de ligacao seria a representacao dos
dois cromossomos homologos de
cada um destes conjuntos. Com isso
seria esperado que metade das liga-
coes formadas entre locos estivesse
em fase de associacio (locos no
mesmo Cromossomo) e a outra me-
tade em repulsiao (um loco em cada
cromossomo homaélogo), como em
um organismo dipléide. Em
autopolipléides, onde os conjuntos
de genomas sao geneticamente idén-
ticos (homoélogos), e o pareamento
na meiose se da de forma aleatéria,
a probabilidade de haver a segrega-
¢io de cromossomos homologos para
um mesmo gameta &, dependendo
do nimero de ploidia, muito baixa.
As cultivares modernas de cana-de-
acdicar apresentam formacodes
bivalentes (preferencial) na meiose,
com algumas formacodes bivalentes
ou até multivalentes (Price, 1963).

Os mapas desenvolvidos para



cana-de-acdcar mostraram variacoes
no comportamento dos
cromossomos na meiose, dependen-
do da populacao ou familia estuda-
da. Os niveis de ploidia foram esti-
mados pela determinac¢ao da fase de
ligacao entre os marcadores nos gru-
pos de ligacao e pela proporc¢ao de
marcadores em dose unica no
genoma (Wu et al., 1992; da Silva et
al., 1993). Como um mapa genético
¢ baseado na segregacio de locos
detectados, esta baixa probabilidade
de segregacio conjunta de
cromossomos faria com que grande
porcentagem das ligacoes formadas
entre locos representasse a ligacao
deles no mesmo cromossomo (asso-
ciacao). Para se detectar ligacoes
entre locos em fase de repulsao em
um organismo autopolipléide seria
necessaria uma populacao de
mapeamento com cerca de 750 indi-
viduos (Wu etal., 1992). Em mapas
genéticos, onde o mapeamento tem
sido geralmente feito com 100 indi-
viduos, a proporcao de fases de liga-
¢ao em associacao ou repulsao seria
1:1 em alopolipléides, e 1: <0,25 em
autopolipléides (Wu et al., 1992; da
Silva et al., 1993).

A deteccao de fragmentos em
dose unica no genoma também ¢&
afetada pela variacao de comporta-
mento dos cromossomos na meiose
(Wu et al., 1992; da Silva et al.,
1993). Da Silva et al. (1993) estabe-
leceram uma relacdo tedrica entre
porcentagens de MDU com o tipo de
ploidia baseando-se nas freqiiéncias
esperadas para duas, trés e quatro
doses, sendo 1/4, 1/8 e 1/16, para
alopolipléides e 3/14, 1/14 e 1/70
em autopoliploides, respectivamen-
te. Assim, a proporcao esperada de
fragmentos em multiplas doses é de
0,44 (44%) para alopoliploides e de
0,30 (30%) para autopoliploides. Por-
tanto, em uma populacao formada
por 100 individuos, um organismo
polipléide seria considerado com
comportamento de alopolipléide se
nos resultados de mapeamento fos-
se detectada metade das ligacoes
em fase de repulsao e uma propor-
¢ao praticamente igual de marcadores
em dose unica e doses multiplas. Ja
para ser considerado autopolipléide

nenhuma fase de repulsio deveria
ser detectada nos resultados de
mapeamento, sendo confirmado pela
constatacao de que cerca de 70%
dos fragmentos estariam em dose
unica no genoma.

Mapeamento genético
em cana-de-acicar

Os gendtipos cultivados de cana-
de-acicar, bem como as espécies
selvagens de Saccharum, sio
presumivelmente  altamente
heterozigoticos, nao havendo linhas
puras melhoradas devido a dificulda-
des de autofecundacio e ao
pareamento ao acaso de multiplos
cromossomos homoélogos. Por estes
motivos, as populacoes segregantes
usadas para mapeamento sao geral-
mente progénies de primeira gera-
¢a0, derivadas principalmente do cru-
zamento entre cultivares e espécies
selvagens (Guimaraes et al., 1997;
Ming et al., 2001). A estratégia de
mapeamento de marcadores em dose
Unica (MDU) ja permitiu a constru-
cao de diversos mapas para cana-de-
agucar, provenientes de populacoes
oriundas de cruzamentos entre es-
pécies selvagens e cultivadas, ou de
cruzamentos entre cultivares e/ou
clones-elite.

O primeiro mapa desenvolvido
para cana-de-acucar baseou-se em
uma progénie de 88 individuos F,
obtidos do cruzamento de .
spontaneum ‘SES208 (2n = 64) e
seu duplo-haploide ‘ADP068’, em-
pregando marcadores RAPD ou
Random Amplified Polymorphic
DNA (Al-Janabi et al., 1993). Da
Silva et al. (1993) obtiveram outro
mapa para 0 mesmo cruzamento
empregando marcadores RFLP
(Restriction Fragment Length
Polymorphism) em dose Gnica. A
integracio dos dados, com base em
71 plantas em comum, resultou em
64 grupos de ligacdo e 8 grupos de
homologia, i.e. conjunto de
cromossomos homoélogos, agrupados
pela presenca de marcadores co-
muns derivados de uma mesma son-
da RFLP ou de loco de microssatélite
(da Silva et al., 1995).

Um segundo mapa foi desen-

volvido no Centre de Coopération
Internationale en Recherche
Agronomique pour le Développment
(CIRAD, Franca) a partir de 77 indi-
viduos obtidos pela autofecundacio
da cultivar ‘R570’ 2n= 107 — 115),
e integrou 408 locos RFLPs dispostos
em 96 grupos de co-segregacao e 10
grupos homologia. (Grivet et al.,
1996). Nesta mesma populacio,
Asnaghi et al. (2000) adicionaram
217 marcadores RFLPs, derivados de
sondas heterologas de sorgo, milho e
arroz, sendo 66% mapeadas no gru-
po de ligacao VII de sorgo, proximas
ao gene de resisténcia a ferrugem.
Outra progénie de autofecundacao
do mesmo cultivar, com 295 plantas
permitiram detectar, a partir de
marcadores AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism),
887 polimorfismos em dose unica
que compuseram 120 grupos de co-
segregacio, totalizando 5.849 ¢cM (1/
3 do genoma previsto) (Hoarau et
al., 2001). Recentemente, 148
marcadores derivados de “Genes
Andlogos de Resisténcia” (RGA)
advindos de etiquetas de seqiiéncias
expressas (ESTs) seqiienciadas pelo
projeto SUCEST e 134 marcadores
microssatélites, foram adicionados a
este mapa, formando 128 grupos de
co-segregacao e 8 grupos de
homologia (Rossi et al., 2003).

Um terceiro mapa, desenvolvi-
do a partir de 100 individuos F, do
cruzamento entre S. officinarum
‘Louisiana Purple’ (2n = 80) e §.
robustum ‘Mol 5829’ (2n = 80) con-
sistiu de 160 marcadores RAPD e um
marcador morfologico dispostos em
51 grupos de ligacao (Mudje et al.,
1996). A partir deste cruzamento,
Guimaries etal. (1999) construiram
mapas dos genitores com marcadores
RAPD, RFLP e AFLP. O mapa de
‘Louisiana Purple’ consiste de 341
marcadores em dose tnica dispostos
em 74 grupos de ligacao, num total
de 1.881 cM, enquanto que o mapa
de ‘Mol 5829’ consiste de 301
marcadores dose Unica, em 65 gru-
pos de ligacao e 1.189 ¢cM (Guima-
raes et al., 1999).

A partir de uma progénie F, com
85 individuos, Ming et al. (1998,
2002a), utilizando-se marcadores
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Figura 4. Grupo de Ligacao VI (GHIV) do mapa genético gerado por Albino (2006), que ancora no grupo de ligacio J de sorgo

pela sonda pSB204 (Ming et al., 1998)

RFLP, obtiveram quatro mapas adici-
onais, sendo um para cada genitor
envolvido no cruzamento entre S.
officinarum ‘Green German’ (GG,
2n = 97 — 117) x S. spontaneum
‘IND 81-146’ (IND, 272 =52 - 56) e
S. officinarum ‘Muntok Java’ (M],
2n = 140) x S. spontaneum ‘PIN 84-
1" (PIN, 272 = 96). Um total de 72
grupos de ligacao foram formados
para S. officinarum GG e MJ e 69
para S. spontaneum IND e PIN e o
tamanho de cada mapa foi 2.305 cM
para GG; 1.443 cM para MJ; 2.063 cM
para IND; e 1.303 cM para PIN.
Aitken et al. (2005), a partir de
uma progénie F, de 277 individuos,
construiram um mapa para o cruza-
mento entre o S. officinarum (clone
‘1J76-514’) e a cultivar australiana
‘Q165’, constituido por 1.074 mar-
cas, derivadas de marcadores AFLP,
Randomly  Amplified  DNA
Fingerprint(RAF) e microssatélites,
distribuidas em 136 grupos de liga-
cao reunidos em 8 grupos de
homologia. A densidade do mapa foi
de 9.058,3 cM, com distancia entre
locos de 9.9 cM. Também na Austra-
lia, dois mapas genéticos foram
construidos a partir de uma popula-
cao de 232 individuos do cruzamen-

to entre as cultivares ‘Q117’ e ‘MQ77-
340, utilizando marcadores AFLP e
microssatélites (Reffay et al., 2005).
O mapa de ‘MQ77-340’ foi formado
com 101 grupos de ligacao com 342
marcas ligadas e uma cobertura de
3.582 cM. Para ‘Q117’, um mapa
similar foi construido, com 270 mar-
cas ligadas em 93 grupos de ligacao
e uma cobertura de 3.167 cM.

Mais recentemente, mais dois
mapas foram construidos para clones
australianos. Uma progénie de 192
individuos, obtida do cruzamento en-
tre a cultivar ‘Q117’ e o clone de
elite 74C42’, foi mapeada utilizan-
do-se mais de 1000 marcadores SSR,
AFLP e RFLP derivados de ‘Genes
Analogos de Resisténcia’ (RGA). O
mapa de ‘Q117° contém 407
marcadores em unica distribuidos em
75 grupos de ligacdo, e o mapa de
74C42’ contém 445 MDU distribui-
dos em 84 grupos de ligacao. Ambos
os mapas formaram 8 grupos de
homologia (McIntyre et al., 2005a;
2005b).

No Brasil, um mapa genético de
ligacao vem sendo construido a par-
tir do cruzamento entre clones de
elite de cana-de-actcar, de um es-
forco conjunto do laboratério de
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Genética e Evolucao do Centro de
Biologia Molecular e Engenharia
Genética (CEBMEG/UNICAMP), do
Centro de Tecnologia Canavieira
(CTC), Departamento de Genética
da Escola Superior de Agricultura
“Luiz de Queiroz” (ESALQ/USP), e
dolaboratério de Melhoramento de
Plantas do Centro de Energia Nuclear
na Agricultura (CENA/USP). A pro-
génie é composta por 498 individu-
os F,, dos quais 100 foram escolhidos
aleatoriamente para genotipagem,
obtidos a partir do cruzamento dos
clones de elite ‘SP80-180" e ‘SP80-
4966’ pertencentes ao programa de
melhoramento do Centro de
Tecnologia Canavieira (CTC). Os
resultados obtidos entre os diversos
laboratérios envolvidos a partir de
marcadores RFLPs, AFLPs e SSRs,
foram recentemente integrados por
Garcia et al (20006), e resultou em
1.118 marcas em dose Ginica, sendo
que 357 marcas foram incorporadas
em 131 grupos de co-segregacao,
totalizando 2.602,4 cM, com distan-
cia média entre marcas de 7,3 cM.
Recentemente, Albino (20006) utili-
zando marcadores RFLP derivados
de sorgo e de genes andlogos de
resisténcia (RGA) identificados em



cana-de-actcar, acrescentou mais
176 MDU nesta populacio,
totalizando 1.294 marcas (Figura 4).
Marcadores microssatélites selecio-
nados a partir de ESTs de cana, iden-
tificados pelo projeto SUCEST tam-
bém estao sendo empregados no
mapeamento desta progénie, o que
permitird uma maior saturacao deste
mapa.

Mapeamento comparativo em
cana-de-acucar

A deteccao de alto grau de con-
servacao do conjunto génico
(sintenia), assim como na ordem dos
genes nos Cromossomos entre espé-
cies de Gramineas (co-linearidade),
sugeriu que caracteristicas precisa-
mente mapeadas em espécies com
genomas grandes e complexos
(como cana-de-ac¢ucar), poderiam ser
dissecadas pelo isolamento dos mes-
mos genes em espécies relaciona-
das com genoma pequeno.

A colinearidade e sintenia ob-
servadas em espécies relacionadas
levaram a Bennetzen & Freeling
(1993) a sugerirem que as Gramineas
fossem tratadas como um sistema
genético unico, permitindo, num
futuro, a elaboracao de estratégias
globais de melhoramento de
gramineas (Glazmann et al., 1997).
O genoma do arroz ja foi completa-
mente seqienciado (Yuetal., 2002;
Goffetal., 2002; IRGSP, 2005), pos-
sui mapas fisicos e genéticos alta-
mente saturados, exibindo alto grau
de sintenia com muitos cereais, o
que faz desta espécie o organismo
ideal para estudos de genética e
evolucao de plantas. Como espécie-
modelo de Gramineas, o pequeno
genoma do sorgo (Sorghum bicolor
L., 760 Mpb) é o complemento 16gi-
co mais proximo do genoma total-
mente sequienciado de arroz (Oryza
sativa, 440 Mpb), e encontra-se sen-
do totalmente sequenciado
(Kresovich et al., 2005).

Com respeito a tribo
Andropogoneae, os primeiros estu-
dos comparativos eram focados en-
tre sorgo e milho (Hulbert et al.,
1990; Binelli et al., 1992; Whitkus et
al., 1992; Melake-Berhan et al., 1993;

Pereira et al., 1994), demonstrando
que as duas espécies dividiam inu-
meros locos ortdélogos (i.e.
homologos por descendéncia) agru-
pados em regioes colineares. D’Hont
etal. (1994) comparando os genomas
de milho e cana-de-acucar, foram os
primeiros a demonstrar que o genoma
da cana-de-ac¢icar poderia ser bene-
ficiado pela analise comparativa de
espécies relacionadas. Glaszmann
etal. (1997) realizaram analise com-
parativa entre diversas gramineas e
verificaram estreita relacao entre
milho, arroz e o grupo de ligacio B
de sorgo.

Dufour et al. (1997) realizaram
andlise comparativa entre os
genomas de sorgo e cana-de-acuicar
utilizando 84 sondas heterdlogas pre-
viamente  empregadas no
mapeamento de cana-de-acucar e
milho. A forte co-linearidade e
sintenia observadas entre sorgo e
cana-de-acucar levaram a sugerir o
genoma dipléide de sorgo como o
elo central no mapeamento compa-
rativo de espécies pertencentes a
tribo Andropogoneae (milho, sorgo
e cana-de-actcar). A maioria dos
grupos de sintenia sorgo/cana-de-
actcar mostrou homologia a duas
regides distintas duplicadas no
genoma de milho, sendo consistente
com a origem tetraploide deste Glti-
mo. Milho, sorgo e cana-de-actcar
exibem alto grau de co-linearidade
gendmica, porém, os genomas de
sorgo e cana-de-agicar exibem or-
ganizacao cromossdmica mais simi-
lar (Dufour et al., 1997; Ming et al.,
1998).

Guimaraes etal. (1997) realiza-
ram andlise comparativa entre
Saccharum, sorgo e milho e também
verificaram uma relacao quase per-
feita entre Sacharume sorgo. Ape-
nas duas inversoes na ordem dos
marcadores foram observadas entre
S. robustum e sorgo enquanto que
entre S. officinarum e sorgo a co-
linearidade foi perfeita. Asnaghi et
al. (2000) empregaram sondas
heterdlogas de arroz, milho e sorgo
para saturar a regido proxima a mar-
ca CDSR0029, relacionada a resis-
téncia a ferrugem, no mapa de ‘R570’
de cana-de-acucar. Estas compara-

cOes permitiram a identificacao de
segmentos de cromossomos
homedlogos entre a extremidade do
grupo de ligacao D de sorgo, grupo
deligacao 2 de arroz e aos grupos de
ligacao 4 e 5 de milho. Ming et al.
(1998) compilaram dados de seis
mapas de Saccharum (GG, IND, MJ,
PIN, S. officinarum ‘Louisiana
Purple’, S. robustum ‘MOL’) e ali-
nharam o mapa obtido com o mapa
de sorgo. Aproximadamente 84%
dos locos mapeados por 242 sondas
comuns foram homologos entre
Saccharum e sorgo, e apenas dois
arranjos intercromossdémicos e dois
intracromossdémicos diferem os
genomas de S. officinarum e §.
spontaneum de sorgo. Pelo menos
cinco grupos homologos em
Saccharum assemelham quase que
totalmente a um Gnico cromossomo
de sorgo (Figura 4). Posteriormente,
Ming et al. (2002a) obtiveram um
mapa consenso para GG, IND, MJ e
PIN composto de 289 grupos de
ligacao em 13 grupos de homologia,
e o alinharam com o genoma de
sorgo. Dos 982 locos mapeados no
mapa consenso, 845 (86%) apresen-
taram homologia ao mapa de sorgo,
indicando uma estrutura gendmica
altamente conservada entre os dois
géneros.

Jordan et al. (2004) empregan-
do marcadores RFLP, encontraram
sete marcas associadas ao
perfilhamento e outras seis associa-
das a capacidade de rebrota em cana-
de-agtcar. Estas marcas derivaram
de oito sondas RFLP previamente
mapeadas em cana-de-acuicar e/ou
sorgo, as quais estao localizadas em
ou proximas a QTLs relacionados a
brotaciao e capacidade de formacao
de rizomas em sorgo. Estas observa-
coes reforcam o uso do sorgo como
referéncia para simplificar o
mapeamento de cana-de-actcar. Re-
centemente, McIntyre et al. (2005a)
isolaram 54 “Genes Andlogos de Re-
sisténcia” (RGA) na biblioteca de
EST do clone australiano ‘Q117’ de
cana-de-acucar. Estas marcas foram
utilizadas para mapear uma progé-
nie composta por 192 individuos
derivados do cruzamento entre
‘Q117 e “74C42’, denominada po-
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pulacao Q1, e 120 individuos deriva-
dos do cruzamento entre o cultivar
de sorgo ‘31945-2" e a espécie sel-
vagem Sorghum arundinaceus, de-
nominada populacao S3. Vinte e trés
marcadores RGA foram comuns en-
tre as duas espécies, o que revelou a
existéncia de uma sintenia de clusters
de RGA. Rossi et al. (2003) ja havia
relatado a organizaciao de RGAs em
clusters em cana-de-acucar.

O mapeamento comparativo
por meio de mapas de RFLPs possi-
bilita um melhor conhecimento da
organizacao do genoma e do proces-
so evolutivo entre espécies relacio-
nadas, assim como permitem o de-
senvolvimento de estudos genéti-
cos sobre caracteres agrondmicos,
por meio da localizacao de genes
maiores e QTLs (locos de caracteris-
ticas quantitativas). Os estudos com-
parativos tém revelado uma grande
co-linearidade entre genomas, de-
monstrando que um ndmero surpre-
endentemente reduzido de
rearranjos cromossOmicos distingue
espécies e géneros correlacionados
(Bennetzen & Ma, 2003). Tal conhe-
cimento sugere que diversos genes
de interesse agronOmico sao com-
partilhados por diversos genomas, o
que possibilita a troca de informa-
coes relevantes sobre suas funcoes e
localizacdes, aumentando a eficién-
cia e o aproveitamento dos recursos
investidos em andlises gendmicas.

Mapeamento de locos de
caracteres quantitativos - QTLs

Uma importante aplicacao dos
mapas genéticos € o estudo de locos
que contribuem para a variacao de
caracteristicas de interesse agrono-
mico. A maioria das caracteristicas de
importancia econdmica resulta da
acao conjunta de varios genes, sen-
do denominadas poligénicas, quanti-
tativas ou de heranca complexa, sen-
do muito afetadas pelo ambiente.
Para a grande parte destas caracteris-
ticas, poucas informacoes existem
sobre nimero, posicao
cromossdmica, magnitude do efeito
e interacoes dos locos que controlam
sua expressio. Esteslocos sao deno-
minados QTL (Quantitative Trait

loci), ou seja, locos controladores de
caracteristica quantitativa (Ferreira
& Grattapaglia, 1998). QTL também
pode ser definido como um segmen-
to de cromossomo que afeta um
determinado carater, nao sendo ne-
cessariamente um unico gene
(Falconer & Mackay, 1996). O
mapeamento de QTL € baseado em
testes de associacao entre
marcadores moleculares e dados
fenotipicos, por meio de varias
metodologias estatisticas, que per-
mitem estimar o nimero e a localiza-
cao dos genes que controlam a vari-
acao fenotipica de um carater, bem
como a magnitude dos seus efeitos e
as interacoes com outros QTLs.

Em cana-de-acucar, Sills et al.
(1995) realizaram uma primeira ten-
tativa de analisar QTLs utilizando 83
MDU derivados de RAPD em uma
progénie de apenas 44 individuos, e
identificaram associacoes significati-
vas (P<0,05) poranalise de variancia
simples entre marcas individuais e as
caracteristicas nimero de perfilhos;
contetdo de sacarose e fibra; peso
fresco; diametro médio de colmo; e
perfilhos com flor ou com ferrugem.
Dois outros estudos preliminares re-
lataram a associacao de marcadores
moleculares com resisténcia a doen-
cas e florescimento. Daugrois et al.
(1996) identificaram, no mapa do
cultivar ‘R570" de cana-de-acucar,
um possivel gene principal para re-
sisténcia a ferrugem (agente causal:
Puccinia melanocephala) localiza-
dos a cerca de 10 ¢cM do marcador
RFLP CDSR0029. Foi o primeiro
relato de heranca monogénica para
resisténcia a doenca em cana-de-
agucar. A sintenia de cana-de-agicar
com sorgo, milho e arroz foi usada
para posicionar este gene (Asnaghi
etal., 2000). Guimaraesetal. (1997)
encontrou um marcador RFLP
(umci14e.2490) associado com
florescimento induzido por dias cur-
tos. No entanto, as populacoes de
mapeamento usadas nos dois estu-
dos foram muito pequenas para uma
andlise completa de QTLs.

Guimaraes (1999) identificou
por andlise de regressiao e
mapeamento por intervalos regioes
gendmicas associadas a QTLs refe-
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rentes a nimero, didmetro e peso de
colmos; porcentagem de colmos com
inflorescéncia; porcentagem de
colmos infectados com carvao (agen-
te causal: Ustilago scitaminea); por-
centagem de fibra e teor de sacarose,
em uma progénie do cruzamento
entre S. officinarumx S. robustum.
Foram detectadas associacoes signi-
ficativas (P < 0,05) para todos os
caracteres avaliados, sendo identifi-
cados QTLs com contribui¢cdes com-
plementares provenientes de am-
bos os genitores para varios deles. O
grupo de co-segregacio 7 de S.
officinarum foi particularmente in-
teressante, uma vez que ancorou
QTLs para trés dos sete caracteres
fenotipicos avaliados, dentre eles o
florescimento, sendo que o loco
umcli4e.2490 mapeado nesta re-
gido gendmica ja tinha sido associa-
do com florescimento em milho,
SOrgo e arroz por varios outros auto-
res. Assim, além da grande co-
linearidade dos marcadores, pode
haver também a conservaciao de
QTLs controlando fenétipos de inte-
resse agrondmico entre Sorghum e
Saccharum.

Duas populacoes segregantes
derivadas de cruzamentos entre S.
officinarum e S. spontaneum, com-
postas por mais de 200 individuos,
foram mapeadas com 1.255
marcadores em dose Unica; avaliadas
para deteccao de QTLs associados
com caracteres como producao de
acucar e de seus componentes de
producao (peso e nimero de colmo
e brix); altura de planta; e
florescimento, e comparadas aos
mapas genéticos de milho e sorgo
(Ming et al., 2001; 2002b; 2002¢).
Foram encontradas associa¢oes sig-
nificativas para todos os caracteres
avaliados. Quatro QTLs controlando
altura de planta e um QTL controlan-
do florescimento em cana-de-aca-
car, correspondem a quatro (de seis)
e a um (de trés) QTLs em sorgo,
respectivamente. Utilizando uma
progénie de 295 individuos deriva-
dos da cultivar ‘R570’, Hoarau et al.
(2002) encontraram 40 QTAs
(Quantitative Trait Alleles)
presumiveis (P<0,05) relacionados
a quatro componentes de producao



para cana-de-ac¢ucar (altura de plan-
ta, nimero e didmetro de colmos e
brix).

Os clones de elite australianos
‘Q117° e ¢74C42’, hibridos de
Saccharumspp . foram avaliados para
localizacao de QTLs associados a
perfilhamento, capacidade de rebrota
e resisténcia a doencas. Utilizando
analises de marcas simples, Jordan et
al. (2004) encontraram 16
marcadores associados a
perfilhamento e outros 14 associa-
dosa rebrota, todos com associacoes
altamente significativas (P < 0,01).
Estas marcas derivam de oito sondas
RFLP previamente mapeadas em
cana-de-acucar e/ou sorgo, as quais
estao localizadas em ou proximas a
QTLs relacionados a brotagao e ca-
pacidade de formacao de rizomas
em sorgo. Mclntyre et al. (2005b)
mapearam trés sondas RGA signifi-
cativamente associadas a resisténcia
aferrugem, que correspondema um
QTL associado ao mesmo cariter
localizado no grupo de ligacao E (LG
E) de sorgo. Outro acesso, ‘MQ77-
340", descendente de ‘Mandalay’, um
importante clone de S. spontaneum
usado em programas de melhora-
mento na Australia, foi avaliado para
caracteres relacionados a actcar (POL,
brix, CCS — actcar comercial);
percentual de fibra; peso de colmo;
toneladas de cana por hectare (TCH);
e toneladas de acucar por hectare
(TSH), sendo mapeados virios
marcadores, com efeitos positivos e
negativos, para todos os caracteres
analisados (Reffay et al., 2005).

Na populacio de ‘SP80-180" x
‘SP80-4966’, foram detectados, atra-
vés de andlises de marcas individuais
(ANAVA e regressao linear) e inter-
valo composto, associacoes signifi-
cativas (P < 0,005) de marcadores
AFLP com altura e diametro de col-
mo; numero de perfilhos; brix (% no
caldo); percentual de fibra; % POL na
cana (PCC); e tonelagem de cana
por hectare (TCH) (Kido, 2003). A
mesma populacio foi avaliada por
da Silva & Bressiani (2005), utilizan-
do marcadores RFLP derivados de
EST associados ao metabolismo de
sacarose. Por meio de andlise de
variancia, um marcador em dose Gnica

(pA35) foi associado significativa-
mente (P < 0,01) ao conteddo de
acucar.

No entanto, os QTLs identifica-
dos até o momento, tém se mostrado
suficientes para explicar uma baixa
porcentagem da variacao observada
para as caracteristicas quantitativas,
possivelmente refletindo seu con-
trole poligénico complexo e a re-
dundancia genética existente em
cana-de-acuicar, onde qualquerloco
génico e seu complemento alélico
podem estar representado vdrias
vezes em cromossomos homologos
de cada um dos dois genomas pre-
sentes nas variedades modernas de
cana-de-acucar (Casu et al., 2005).

A construcao de mapas genéti-
cos saturados, baseados em progéni-
es de materiais elite, representativos
de programas de melhoramento, que
segregam para caracteristicas de im-
portancia agroindustriais, podera
viabilizar a selecao assistida por
marcadores, permitindo o planeja-
mento de cruzamentos e a aplicacao
de selecdo indireta ou precoce.
Apesar dos avancos que se tém sido
obtidos com o auxilio dos marcadores
moleculares em cana-de-actcar, é
necessario que as informagoes gera-
das possam ser traduzidas num pro-
cedimento pratico e de rotina ao
melhorista, de modo a acelerar o
desenvolvimento de novas varieda-
des. Os marcadores e QTLs forte-
mente ligados aos componentes de
producio e outros caracteres de in-
teresse agrondmicos identificados
por mapeamento em cana-de-ac¢i-
car, necessitam ser disponibilizados
de uma forma mais simples e ripida
para os programas de selecdo, per-
mitindo que efetivamente, a pro-
messa de seleciao assistida por
marcadores seja implantada em cana-
de-acucar. Diversas tecnologias de
genotipagem de alta eficiéncia estao
a disposicao, mas seu custo para uso
em larga escala ainda é um fator
limitante. Portanto, o uso de selecio
assitida por marcadores no melhora-
mento da cana-de-aguicar, requer o
desenvolvimento de estratégias que
superem os gargalos impostos pelas
metodologias atuais. Explorar a in-
formacao derivada da seqiiéncia do

genoma ou transcriptoma (banco de
ESTs), e/ou mapas genéticos com-
parativos de outras gramineas mo-
delo, podera ser uma estratégia bas-
tante interessante, visto que a vasta
informacao existente poderad ser com-
partilhada com cana-de-acuicar, per-
mitindo a localizacao de genes de
importidncia econdmica. A
complementaridade de metodologias
convencionais e moleculares devera
resultar num futuro proximo, num
procedimento mais eficiente e rapi-
do no melhoramento da cana-de-
acucar.
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