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CARACTERIZACAO FENOTIPICA E MOLECULAR DO PAINEL BRASILEIRO DE
GENOTIPOS DE CANA-DE-ACUCAR

Autor: FERNANDA ZATTI BARRETO
Orientador: Profa. Dra. MONALISA SAMPAIO CARNEIRO
Co-orientador: Prof. Dr. GABRIEL RODRIGUES ALVES MARGARIDO

RESUMO

A cana-de-acucar é uma fonte renovavel de energia que possui potencial para
expansdo. A importancia econdbmica da cana-de-agucar é devido a sua utilizacéo
como matéria-prima, principalmente, para producdo de acuUcar e etanol e, mais
recentemente, geracao de energia elétrica a partir dos residuos lignocelulésicos. O
melhoramento genético da cana-de-aclUcar € responsavel por liberar variedades
mais produtivas e resistentes as doencas, mas, no entanto, € um processo longo e
de elevado custo. Além disso, a Cana-de-acucar € polipléide e com frequente
aneuploidia, o que torna o trabalho dos programas de melhoramento ainda mais
oneroso. Desta forma, o conhecimento fenotipico e molecular dos acessos que séo
utilizados em cruzamentos para obtencao de populagcdes segregantes ou que fazem
parte de bancos de germoplasma dos programas de melhoramento é de extrema
importancia, visto que este conhecimento pode direcionar o0 processo de
melhoramento e aumentar as chances de selecdo de variedades superiores que
atendam a demanda do setor sucroenergético. Assim, neste trabalho, um conjunto
de 242 gendétipos de cana-de-acUcar, os quais compdem o Painel Brasileiro de
Gendtipos de Cana-de-acucar (PBGCA), foi plantado no Centro de Ciéncias Agrarias
da Universidade Federal de S&o Carlos, em Araras-SP, em delineamento
experimental em blocos casualizados com quatro repeticdes. Foram avaliadas oito
caracteristicas fenotipicas de importancia econémica: altura de colmos (m), diametro
de colmos (mm), nimero de colmos, peso total de parcela (kg), sélidos sollveis
(°Brix), teor de sacarose do caldo (Pol%Caldo), teor de sacarose da cana
(Pol%Cana) e teor de fibra (%); além disso avaliou-se a incidéncia de ferrugem
marrom (Puccinia melanocephala) a campo e a presenca do gene de resisténcia a
esta doenca (Brul). A estimativa de variancias, a analise de correlacdo genotipica e
a analise de componentes principais evidenciaram a diversidade genética do
PBGCA, o qual possui, por exemplo, genotipos contrastantes para teor de agucar e
teor de fibra. Em adicéo, do total de acessos fenotipicamente resistentes a ferrugem
marrom, 72,30% apresentaram o gene Brul, o qual é fortemente associado com a
resisténcia a esta doenca. A caracterizacdo fenotipica e molecular do PBGCA
mostrou ser importante para guiar eficientemente as estratégias de melhoramento
genético, possibilitando, ainda, estudos futuros de associacdo entre as
caracteristicas de importancia econ6mica e marcadores moleculares com a
finalidade de realizar selecdo assistida em cana-de-agucar.



PHENOTYPIC AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF THE BRAZILIAN
PANEL OF SUGARCANE GENOTYPES

Author: FERNANDA ZATTI BARRETO
Adviser: Prof. Dr. MONALISA SAMPAIO CARNEIRO
Co-adviser: Prof. Dr. GABRIEL RODRIGUES ALVES MARGARIDO

ABSTRACT

Sugarcane is a renewable source of energy and has potential for expansion. The
economic importance of sugarcane is due to its use as raw material, mainly for the
sugar and ethanol production and, more recently for the electricity generation from
lignocellulosic residues. The genetic improvement of sugarcane is responsible for
releasing more productive and resistant cultivars but, however, is a long process with
high cost. Furthermore, the sugarcane is polyploid and often presents aneuploid,
which makes the work of breeding programs even more hampered. Thus, the
phenotypic and molecular knowledge of the access that are commonly used for the
crosses to obtain segregating populations or that are part of genebanks of breeding
programs is of extreme importance, because this knowledge may drive the
improvement process and increases the chances of selecting superior cultivars that
meet the demand of the sugarcane industry. In this work, a panel of 242 genotypes
of sugarcane, which compose the Brazilian Panel of Sugarcane Genotypes
(PBGCA), was planted in the Agricultural Sciences Center of the Federal University
of Sdo Carlos, at Araras-SP, in a completely randomized block design with four
replications. We evakuated eight phenotypic traits of economic importance: stalk
height (m), stalk diameter (mm), stalk number, total weight (kg), soluble solids
content (°Brix), juice sucrose content (POL%Caldo), cane sucrose content
(POL%Cana) and fiber content (FIB%); and also the incidence of brown rust
(Puccinia melanocephala) at field and the presence of the resistance gene of this
disease (Brul). The estimate of variance, genotypic correlation analysis and principal
component analysis showed the genetic diversity of PBGCA, which has, for example,
contrasting genotypes for sucrose content and fiber content. In addition, from all
resistant accessions on the field to brown rust, 72.30% present the Brul gene, which
is strongly associated with resistance. Phenotypic and molecular characterization of
PBGCA showed to be an efficiently important guide for the breeding strategies and
enables future studies of association between traits of economic importance and
molecular markers in order to perform assisted selection in sugarcane.



INTRODUCAO

A cana-de-acUcar (Saccharum spp.) possui um papel relevante para a
economia brasileira. Atualmente, a espécie esta entre as mais importantes
cultivadas, sendo a principal fonte de sacarose e de inUmeros subprodutos que
podem ser obtidos a partir do bagaco e do caldo (MATSUOKA; FERRO; ARRUDA,
2009).

Segundo a estimativa da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB,
2016), a area cultivada com cana-de-agucar que serd colhida e destinada a atividade
sucroalcooleira na safra 2016/17 esta estimada em 9.073,7 mil hectares, distribuidos
em todos estados produtores. O estado de S&do Paulo € o maior produtor com
52,30% (4.498,3 mil hectares), seguido por Goias com 10,30% (885,8 mil hectares).
A produtividade média brasileira estd estimada em aproxidamente 76 ton/ha. O
Brasil € o maior produtor e exportador de acucar, respondendo por cerca de 20% de
toda producdo mundial (UNICA, 2016), e, em relacdo ao etanol, o pais disputa a
lideranca com os Estados Unidos (RFA,2016; CONAB, 2016)

A grande importancia da cana-de-aclcar e seus derivados para paises
tropicais e subtropicais tem resultado em investimentos correspondente para
pesquisa e obtencdo de tecnologia com intuito de auxiliar os programas de
melhoramento no entendimento genético dessa cultura, que se destaca por
constantemente permitir a obtencdo de variedades com requisitos adequados a
interesses agrondmicos e industriais.

O melhoramento é dificultado pela complexidade apresentada pelo genoma
dos hibridos de cana-de-acucar, dada a natureza hibrida de seus cultivares, que
possuem padrao citogenético de dificil analise, origem multiespecifica, alto nivel de
ploidia e aneuploidia, o que torna um processo longo que pode levar até 15 anos
(D’HONT et al., 2008).

A agroindustria da cana-de-acUcar ainda apresenta grandes possibilidades
de diversificacdo de seus produtos e incremento das disponibilidades energéticas,
seja caminhando-se em direcdo as biorrefinarias, complexos produtivos capazes de
fornecer bioenergia e fabricar biomateriais diversos (plasticos biodegradaveis), seja
reforcando a base de recursos genéticos, inclusive com estudos ao nivel do

processo fotossintético.



As perspectivas para a expansdo do setor sucroenergético rompem as
fronteiras brasileiras. A necessidade de avanc¢os no setor para sustentar a posi¢ao
de lideranca do Brasil € evidenciada pelo crescente interesse mundial nas
tecnologias empregadas no pais. Nesse contexto, os programas de melhoramento
genético da cana-de-acglcar, tém concentrado esforcos para o desenvolvimento e
lancamento de novas variedades com caracteristicas agrondmicas que atendam as

demandas atuais e as perspectivas do setor sucroenergético.

OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi:

1) Realizar a avaliacdo de componentes genéticos e a caracterizacao
fenotipica do Painel Brasileiro Gendtipos de Cana-de-aclUcar com base em oito
caracteristicas agroindustrias ao longo de dois anos agricolas;

2) Utilizar marcadores moleculares associados ao gene de resisténcia a
ferrugem marrom, Brul, para predicdo de fenétipos em programa de melhoramento

genético da cana-de-acucar

REVISAO DE LITERATURA

1. Cultura da cana-de-acucar

A cana-de-acucar € uma planta alégama, da familia Poaceae, tribo
Andropogoneae, subtribo Saccharinae, género Saccharum (MATSUOKA; GARCIA;
CALHEIROS, 1999). As cultivares comerciais em uso foram originalmente derivadas
de hibrida¢bes interespecificas, entre a espécie produtora de agucar, Saccharum
officinarum (“cana nobre”), e as espécies selvagens S. spontaneum, S. edule, S.
barberi e S. sinense, seguidas de uma série de retrocruzamentos com S.
officinarum. O genoma das variedades modernas apresenta predominantemente
cromossomos derivados de S. officinarum com apenas 15% a 25% de cromossomos
derivados de S. spontaneum (D'HONT ET AL., 1996; GRIVET et al., 1996) com
namero de cromossomos variando de 100 a 130. Por causa da sua alta poliploidia e
origem interespecifica, as progénies obtidas sdo aneuploides.

O elevado nivel de ploidia (2n= 100-130), a ocorréncia de aneuploidia e a

complexidade citogenética dos hibridos interespecificos, aliado a dificuldade de



controlar a hibridagéo e o tempo gasto com o desenvolvimento de novas variedades
(de 12 a 15 anos), tém limitado os estudos genéticos em cana-de-acUcar. A
complexidade do genoma, juntamente com a natureza multigénica e/ou multialélica
das principais caracteristicas agronémicas, tornam o melhoramento da cana-de-
acucar uma éardua tarefa (CASU et al., 2005). O melhoramento classico tem sido
responsavel pelo aumento da produtividade das variedades modernas de cana-de-
acucar, através de ferramentas classicas de estudo da variabilidade genética
existente. Em todas as regides tropicais e subtropicais do mundo, a cana-de-acucar
é cultivada (CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al., 2011). Os cinco principais produtores
da cultura em 2013 foram o Brasil (40,19% da producdo mundial), seguidos de india
(17,85%), China (6,7%), Tailandia (5,24%) e Paquistéo (3,34%) (FAO, 2016).

2. Melhoramento da cana-de-acucar

O melhoramento classico tem sido responsavel pelo aumento da
produtividade das variedades modernas de cana-de-acucar através da selecédo e
clonagem de gendtipos superiores presentes em populacdes segregantes obtidas
pelo cruzamento de individuos contrastantes. Varias etapas sdo necessarias para se
obterem poucos genétipos promissores em fases finais, sendo que a partir de um
anico cruzamento sdo gerados milhdes de plantulas que sdo avaliadas com base em
muitas repeticdes, em diferentes locais e anos de cultivo. Com isso, € possivel obter
razoavel seguranca nas recomendacdes e, assim, utilizar os genétipos como
variedades comerciais (CESNIK & MIOCQUE, 2004; MATSUOKA; GARCIA;
CALHEIROS, 1999). A liberagdo comercial de uma nova variedade ocorre, em
média, entre 10 e 15 anos, sendo bastante onerosa a um programa de
melhoramento genético (RABOIN et al., 2008).

Portanto, como mencionado por Lima et al.,2002 o sucesso de um programa
de melhoramento depende do conhecimento e compreensdo da diversidade
genética disponivel nos bancos de germoplasma, que podera ser explorada para
produzir colecdes de estudos a fim de direcionar os cruzamentos entre genoétipos
contrastantes.

Atualmente, quatro principais programas de melhoramento genético da cana-
de-aclcar estdo em atividade no Brasil: Rede Interuniversitaria para o
Desenvolvimento do Setor Sucroenergético (RIDESA), Instituto Agronémico de

Campinas (IAC), o Centro de Tecnologia Canavieira (CTC) e a Vignis. Houve no



Brasil, também, um programa de melhoramento localizado na cidade de Campos, no
estado do Rio de Janeiro, extinto em 1972 e que liberou variedades com a sigla CB
(Campos Brasil) (CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al., 2011).

Para a obtencdo de novas variedades elite, € necessario possuir uma
“colegcao de trabalho” que € composta por gendtipos de uma determinada espécie
que carregam caracteristicas, ou genes especificos, de interesse ao programa de
melhoramento. Essa colecdo de trabalho pode ser criada a partir de acessos
contidos em um Banco Ativo de Germoplasma (BAG) (VEIGA et al.,2012).

A criacdo de um painel de diversidade criado a partir da selegdo de acessos
contidos em um BAG é uma ferramenta valiosa para auxiliar os estudos da
variabilidade genética, como também dos melhoristas na criacdo da colecdo de
trabalho, uma vez que estes painéis tendem a representar o maximo das variacdes
alélicas presentes na colecao original.

Diversos métodos sao utilizados para a caracterizagdo dos bancos de
germoplasma. Tradicionalmente sdo utilizadas as caracteristicas morfoldgicas e, no
caso da cana-de-acucar, sao avaliadas caracteristicas ligadas a producéo, tais como
sélidos soluveis (°Brix), peso, altura e diametro de colmos. No entanto, normalmente
essas caracteristicas sofrem grande influéncia do ambiente; desta forma,
modernamente a diversidade pode ser avaliada também por meio de marcadores

moleculares, os quais ndo sofrem influéncias ambientais.

3. Marcadores moleculares

Aa técnicas de marcadores moleculares possibilita a identificacdo das regides
gendmicas que controlam as caracteristicas de interesse agroindustrial e fornecem a
estimativa da diversidade genética, pois sdo independentes de efeitos ambientais.
Diversos tipos de marcadores moleculares estdo disponiveis para andlise do
genoma de cana-de-agUcar, e tém sido utilizados para estudos basicos de genética
e de melhoramento, incluindo caracterizagdo molecular de germoplasma,
identificacdo varietal, avaliagdo de grau de parentesco, mapeamento geneético,
selecdo assistida por marcadores moleculares e marcadores de diagnostico para
resisténcia a doenca (CORDEIRO; PAN; HENRY, 2003; COSTET et al.,, 2012;
GARCIA et al., 2006; LIMA et al., 2002; PINTO et al., 2004, PINTO et al., 2006,
RABOIN et al., 2006).



4. Ferrugem marrom em cana-de-acucar
Existem diversos fatores que reduzem a produtividade da cana-de-acUcar,

entre eles os fatores fitossanitarios, sendo que o meio de controle mais eficiente e
econdmico para reduzir os danos causados pelo ataque de patdégenos € a utilizagdo
de variedades resistentes (COSTET et al., 2012; GLYNN et al., 2012).

A ferrugem marrom da cana-de-acUcar é uma doenca fungica causada por
Puccinia melanocephala Syd. & P. Syd. e est4 presente em quase todas as areas de
cultivo da cana. Relatada no Brasil pela primeira vez em 1986, no municipio de
Capivari-SP, disseminou-se rapidamente por toda a regido meridional do pais, onde
encontrou condicdes favoraveis ao seu desenvolvimento (MOURA, 2004).

A ocorréncia desta doenca € mais danosa a cana-de-aclUcar nos locais de
temperatura ndo muito elevadas (17°C a 25°C) e nas épocas de maior umidade do
ar (70%), observando-se ainda ser a cana-de-aglcar mais suscetivel na primeira
metade do seu ciclo vegetativo, ou seja, dos dois aos oito meses de idade, existindo
variedades que sao resistentes a doenca na fase adulta e suscetiveis na sua fase
jovem, enquanto outras sofrem ataques ao longo de todo o ciclo, desde que as
condi¢cdes climéaticas sejam favoraveis ao patdégeno. A presenca de agua na
superficie foliar (chuva, orvalho) tem sido relatada como o fator ambiental primordial
para a ocorréncia da infeccdo (COPERSUCAR, 1986). Desta forma, verifica-se que
0 surgimento da doenca e 0 seu desenvolvimento estdo relacionados com a
interacao Genotipos x Agentes Patogénicos x Ambientes (MATSUOKA, 1993).

Os sintomas da ferrugem marrom predominam nas partes foliares da planta
(MASUDA et al., 1986; SILVA et al., 2001). Inicialmente, sdo pequenas pontuacdes
cloréticas, visiveis principalmente contra o sol. Tais pontuacdes evoluem na forma
de manchas alongadas de cor amarelo-palida, visiveis em ambas as partes da folha.
Medem de 2 a 10 mm de comprimento e de 1 a 3 mm de largura. As lesdes,
ligeiramente em alto relevo, aumentam rapidamente de tamanho adquirindo
coloracdo avermelhada, podendo chegar a vermelho-parda e preta nos estadios
finais de desenvolvimento (COPERSUCAR, 1986; MASUDA et al., 1986). As
pustulas, que séo os ureddsporos subepidérmicos, rompem-se no centro das lesées,
principalmente na fase inferior das folhas, deixando escapar os uredésporos de cor
marrom, marrom-alaranjada ou marrom-avermelhada (COPERSUCAR, 1986;
MASUDA et al., 1986; MOURA, 2004).



Em variedades mais suscetiveis estas pustulas reduzem a vida da folha que
perdem a funcdo fotossintética. A presenca das pustulas resulta no crescimento
reduzido da cana e perda de producdo (ASNAGHI et al., 2001; MASUDA et al.,
1986). A disseminacdo da ferrugem da cana-de-acucar se da principalmente pela
acdo dos ventos, respingos de agua das chuvas e também através de materiais
vegetais transportados pelo homem, sendo que, sob condi¢des ideais, a evolugéo
das pustulas e producdo de nova massa de in6culo completam-se no periodo de 7 a
14 dias (COPERSUCAR, 1986; MOURA, 2004).

4.1 Gene de resisténcia a ferrugem marrom Brul

A base da resisténcia a ferrugem marrom em cana-de-agcUcar tem sido
amplamente estudada e o0s resultados mostraram um controle monogénico e
dominante envolvendo uma Unica cOpia do alelo de resisténcia (DAUGROIS et al.,
1996). Um dos genes encontrado € o gene de resisténcia, Brul, que é o primeiro
carater mendeliano descrito para o complexo genoma da cana-de-acucar (ASNAGHI
et al., 2003; GLYNN et al., 2012).

Estudos relatam que a resisténcia a ferrugem marrom nas variedades
modernas de cana-de-acuUcar depende essencialmente do gene Brul (COSTET et
al., 2012). Estudos gendmicos tém mostrado que Brul esta incluido numa insercao
de tamanho desconhecido que é especifico para Brul - possuindo haplétipos, sendo
que Brul é ausente em haplétipos homeoldgos (CUNFF et al., 2008). Esta insercéo
induz reducdo de recombinacgdo, resultando em forte desequilibrio de ligacao (DL)
na regido Brul e um completo DL entre dois marcadores moleculares, R12H16 e
9020-F4. Estes representam valiosos marcadores de diagndstico para a presenca
de Brul, pois tal presenca prevé comportamento resistente de qualquer variedade
moderna de cana (RACEDO et al, 2013). Além disso, a auséncia destes
marcadores em uma variedade resistente indicaria a auséncia de Brul, sugerindo
uma fonte alternativa de resisténcia (COSTET et al., 2012; GLYNN et al., 2012).
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Caracterizacéo fenotipica do Painel Brasileiro de Gen6tipos de Cana-de-agUcar
(Saccharum spp.)
1.Resumo

Os programas de melhoramento de cana-de-acucar tém concentrado esfor¢os para
a liberacdo de novas variedades superiores aguelas atualmente em cultivo. No
entanto, esse processo tem sido bastante oneroso aos melhoristas em funcao do
longo periodo, que normalmente ultrapassa 10 anos. Diante disso, o completo
conhecimento e a compreensao da diversidade genética disponivel nos bancos de
germoplasma podem ser explorados para produzir cole¢cdes de estudos a fim de
direcionar os cruzamentos entre genotipos contrastantes, garantindo um maior
sucesso de um programa de melhoramento na selecdo de novas variedades. Neste
contexto, o0 objetivo deste estudo foi realizar a caracterizacdo fenotipica de um
conjunto de 242 gendétipos de cana-de-agUcar (165 variedades e 77 ancestrais)
oriundos do Brasil e de diferentes paises, que foi denominado como Painel Brasileiro
de Gendtipos de Cana-de-acucar (PBGCA). Foram avaliadas as seguintes
caracteristicas agroindustriais: diametro de colmos (mm), altura de colmos (m),
namero de colmos, peso de colmos (kg), solidos solaveis (°Brix), teor de sacarose
da cana (Pol%Cana), teor de sacarose do caldo (Pol%Caldo), e teor de fibra(%). O
experimento de campo foi realizado em blocos completos casualizados com quatro
repeticdes, durante dois anos agricolas. A partir dos caracteres avaliados, observou-
se a diversidade fenotipica presente nesse conjunto de acessos. O peso de colmos
(kg) foi a caracteristica com a maior amplitude de variacdo, em contraste o contetdo
de sdlidos soluveis (°Brix) apresentou a menor amplitude. Os coeficientes de
variacado genético indicaram grande variabilidade genética com valores entre 11,54%
(solidos soluveis) e 63,85% (numero de colmos). A herdabilidade foi acima de 0,61,
sendo a maior de 0,91 (numero de colmos). Foram encontradas 26 correlacdes
significativas dos quais foram oito negativas e 18 positivas. A correlacdo positiva e
mais alta foi entre Pol%Caldo e Pol%Cana (0,99) e a negativa mais alto foi entre teor
de fibra e Pol%Cana (-0,79). Com base na analise de componentes principais (PCA)
foi possivel observar uma separacdo entre variedades melhoradas e acessos
ancestrais, enquanto na avaliagcdo dos boxplots foi observado a maior variagao para
0S acessos ancestrais. Estes resultados poderao ser utilizados pelos melhoristas a

fim de guiar estratégias para o desenvolvimento de novas variedades.
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2.Introducéo

Um programa de melhoramento genético tem por principal finalidade a
melhoria de rendimento e producdo (COX; HOGARTH; HANSEN, 1994). Estudos
indicam o aumento de produtividade de cana-de-acgUcar por volta de 41% ao longo
das ultimas 5 décadas (DAL BIANCO et al., 2012; GOUY et al., 2013; GOUY et al.,
2015), com ganhos de aproximadamente 1 a 1,5% por ano. Para o desenvolvimento
de novas variedades mais produtivas € importante ter como estratégia o
conhecimento dos componentes genéticos, ambientais e as correlacbes entre as
caracteristicas de interesse.

O Brasil, além de ser o principal produtor de cana-de-acUcar, possui ainda
variedades melhoradas com alta produtividade, desenvolvidas a partir dos trabalhos
realizados pelos programas de melhoramento genético (BERDING et al., 2004;
HOGART; COX; BULL, 1997; MATSUOKA et al., 1999a). A lideranga do Brasil no
setor foi alcancada gracas as significativas redu¢des nos custos de producao,
principalmente ap6s o lancamento do Proalcool, resultantes dos ganhos de
produtividade e eficiéncias agricolas e industriais. Assim, a cana-de-acucar, tornou-
se uma das mais importantes culturas do Brasil. A safra 2015/16 esta estimada em
aproximadamente 9 milhdes de hectares com produtividade de 76.909 kg.ha
(CONAB, 2016).

A cana-de-acucar € uma planta alégama, da familia Poaceae, tribo
Andropogoneae, subtribo Saccharinae, género Saccharum (MATSUOKA et al.,
1999a). Daniels & Roach (1987) consideram a ocorréncia de seis principais espécies
no género Saccharum: S. officinarum L. (2n = 80), S. robustum Brandes e Jeswiet ex
Grassl (2n = 60 — 205), S. barberi Jeswiet (2n = 81 — 124), S. sinense Roxb. (2n =
111 — 120), S. spontaneum L. (2n = 40 — 128) e S. edule Hassk (2n = 60-80). O
complexo Saccharum, o qual compreende as variedades modernas de cana-de-
acucar, foi originado da hibridacdo interespecifica entre as espécies do género
Saccharum juntamente de outras espécies selvagens relacionadas dos géneros
Erianthus, Sclerostochya, Narenga e Miscanthus (BERDING et al., 2004; DANIELS
et al., 1975; DANIELS; ROACH, 1987; IRVINE, 1999; MATSUOKA et al., 1999b;
MATSUOKA; GARCIA; ARIZONO, 2005; MUKHERJEE, 1954; MUKHERJEE, 1957).
Por isso, considera-se que a cana-de-acUcar € uma das cultivares de maior
complexidade genética (D'HONT, 2005; Hogarth et al., 1987; RABOIN et al., 2008;
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RAHMANI et al., 2000), com alto grau de ploidia e frequente aneuploidia, o que
muito dificulta o seu melhoramento (KIDO, 2003; MATSUOKA et al., 1999a).

O desempenho dos genodtipos em relacdo a ambientes diversos é uma
caracteristica importante dentro de programas de melhoramento de cana-de-acucar.
Para o desenvolvimento de novas variedades superiores, inimeros genoétipos sédo
avaliados durante diferentes fases do processo de selecdo (RAMBURAN; ZHOU;
LABUSCHAGNE, 2012). Normalmente, os experimentos realizados em tais fases
envolvem a avaliacdo simultanea de varias caracteristicas agroindustriais visto que
variedades superiores devem concentrar alelos favoraveis para elevada
produtividade (por exemplo, tonelada de cana por hectare (TCH),tonelada de pol por
hectare (TPH), numero de colmos, teor de sacarose e solidos solaveis (°Brix),
resisténcia a doencas (por exemplo, ferrugem marrom, carvao), pragas e estresses
abioticos, entre outros fatores (WELHAM et al., 2010).

Diante disso, a caracterizacdo fenotipica dos acessos dos bancos de
germoplasma é um processo fundamental para a garantia de sucesso na selecéo de
novas variedades, uma vez que a escolha de genitores é o passo inicial de um longo
processo de melhoramento. Esta é uma etapa de pré melhoramento, ainda pouco
explorada pelos programas de melhoramento de cana-de-acUcar e que podem
otimizar os ganhos baseando na escolha dos genitores. Além disso, esta
caracterizacdo pode ser utilizada em estudos de associacdes de fendtipos com
marcadores moleculares.

O objetivo deste trabalho foi a avaliacdo de componentes genéticos e a
caracterizacdo fenotipica do Painel Brasileiro Genétipos de Cana-de-agucar com

base em oito caracteristicas agroindustrias ao longo de dois anos agricolas.

3.Material e métodos

3.1 Material Vegetal

Foram utilizados 242 acessos, 0s quais compdem o Painel Brasileiro de
Gendtipos de Cana-de-acucar (PBGCA). Os gendtipos do PBGCA foram escolhidos
com base nos seguintes critérios: i) variedades importantes nos seus paises de
origem; ii) principais genitores utilizados em programas de melhoramento genético
brasileiros; e iii) genitores utilizados em programas de mapeamento.

Neste conjunto de genotipos foi representada a diversidade de alelos do

complexo Saccharum através de 77 acessos de espécies ancestrais. O
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germoplasma ancestral foi constituido de 41 representantes S. officinarum, seis
Erianthus, cinco S. sinense, cinco S. barberi, cinco S. spontaneum, nove S.
robustum, um S. edule, e os hibridos NG57-50 (S. officinarum x S. spontaneum), F76
-1762 (Miscanthus x Erianthus spp.), US85-1008 (S. spontaneum x US60-31-3) 1J76-
314 (S. robustum x S. officinarum) e Badila (S. officinarum x NG9615) (Tabela 1).
Além disso, foram incluidos um total de 165 gendtipos derivados de
programas de melhoramento de 11 paises (Australia, Estados Unidos, india,
Argentina, Bolivia, llhas de Reunido, indonésia, Taiwan, Africa do Sul, Republica
Dominicana e Brasil), englobando todos os continentes onde € produzida cana-de-

acucar (Tabela 1).

3.2 Delineamento experimental

Os acessos do PBGCA foram plantados no Centro de Ciéncias Agrarias
(CCA) da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar) (22°21'25" S; 47°23'03" W,
611 m de altitude), numa area experimental com solo latossolo vermelho eutroférrico
(Figura 1). O delineamento experimental utilizado foi de blocos completos
casualizados com quatro repeticbes sendo que cada parcela experimental foi
composta por duas linhas de 3,0 m com espacamento de 1,40 m. Em cada linha
foram plantadas seis mudas de cana-de-aciUcar que foram previamente

desenvolvidas em casa-de-vegetacao e pétio de aclimatacao.

i

Figura 1- Esquematizacdo do estabelecimento em campo do Painel Brasileiro de
Genotipos de Cana-de-acucar (A) Indicacdo das gemas dos toletes (B) Cortes dos
toletes para isolamento das gemas (C) Tratamento das gemas com fungicida (D)
exemplo de gema atacada por fungos (E, F, G) Insercdo das gemas tratadas em copo
plastico com substratos (H) As gemas sdo cobertas com substrato (I, J, K) deixadas
em ambiente protegido para germinacdo e desenvolvimento (L) quando as mudas
atingem um tamanho satisfatério sdo levadas ao ambiente externo da casa de
vegetacdo para aclimatacdo (M, N, O, P) as mudas sendo transplantadas para o
campo experimental.
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Tabela 1- Nome dos acessos, germoplasma, pais de origem e grupo (A=
Germoplasma ancestral, E= Germoplasma estrangeiro e B= Genotipos dos programas
de melhoramento brasileiros subdivididos de acordo com a década em que foi realizado
0 cruzamento (B1= entre 1940 e 1951; B2= entre 1952 e 1961; B3= entre 1962 e 1971,
B4= entre 1972 e 1981; B5= entre 1982 e 1991 e B6= entre 1992 e 2001) dos 242
acessos pertencentes ao Painel Brasileiro de Genétipos de Cana-de-acucar.

Acessos Germoplasmat Origem Grupo
28NG289 S. robustum NA A
57NG12 S. robustum NA A
75//09 ERIANTHUS Erianthus spp. NA A
AGAUL S. sinense Africa do SulP A
AGOULE S. barberi x ? NA A
AJAX S. officinarum NA A
AKBAR BP NA E
AR CHI S. sinense Taiwan® A
ARUNDOID B BP Estados UnidosP E
BADILA S. officinarum x NG9615 Nova Guiné? A
BLACK BORNEO S. officinarum Indonésia® A
CAIANA FITA S. officinarum NA A
CAIANA LISTRADA S. officinarum NA A
CAIANA RISCADA S. officinarum NA A
CAIANA VERDADEIRA S. officinarum NA A
CANA ALHO S. officinarum NA A
CANA BLANCA S. officinarum NA A
CANA MANTEIGA S. officinarum NA A
CB36-14 BP Brasil? Bl
CB36-24 BP Brasil2 B1
CB36-25 BP Brasil? Bl
CB36-68 BP Brasil? Bl
CB40-13 BP Brasil2 Bl
CB40-77 BP Brasil? Bl
CB41-76 BP Brasil? Bl
CB45-155 BP Brasil? Bl
CB45-3 BP Brasil? Bl
CB46-47 BP Brasil? B1
CB47-355 BP Brasil? B1
CB49-260 BP Brasil? Bl
CB53-98 BP Brasil? B2
CERAM RED S. officinarum NA A

CHIN S. barberi India? A
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Acessos Germoplasma? Origem Grupo
CHINA S. sinense NA A
CHUNNEE S. barberi indiaP

CIMCA77-316 BP Bolivia®

CIMCA77-318 BP Bolivia®

Co290 BP india®

Co331 BP india®

Co419 BP india®

Co449 BP india®

Co740 BP india®

Co0997 BP india®

CP51-22 BP Estados Unidos®
CP52-68 BP Estados Unidos®
CP53-76 BP Estados Unidos®
CP70-1547 BP Estados Unidos®
CR72/106 BP R. Dominicana‘

CRIOLLA MORADA
CRIOLLA RAYADA

CRISTALINA
D11/35

D152

D625
F150

F31-962
F36-819
F76-1762
FORMOSA
GANDA CHENI

H. KAWANDANG
H53-3989
H59-1966
HJ5741

IAC48-65

IAC49-131
IAC50-134
IAC51-205
IAC52-150
IAC58-480

S. officinarum
S. officinarum
S. officinarum
S. officinarum
BP

BP
BP

BP
BP

Miscanthus x Erianthus spp.

S. officinarum
S. barberi

Erianthus spp. x ?
BP
BP
BP
BP

BP
BP
BP
BP
BP

NA

NA
NA
Estados unidos®

NA

NA

Taiwan®
Taiwan?
Estados unidos®
NA

Taiwan®

indiaP

Indonésia
Estados Unidos®
Estados Unidos®
Estados Unidos®
Brasil?

Brasil®
Brasil®
Brasil?
Brasil?
Brasil?

mmmD2>» > >» > M MmMmMmMmMmMmM>»>>>MMMMMMMMTMTImMImMImMmMmM >

0 W 0 W0 W W
N N P PR P
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Acessos Germoplasma? Origem Grupo
IAC64-257 BP Brasil® B3
IAC68-12 BP Brasil® B3
IAC82-2045 BP Brasil? B5
IAC82-3092 BP Brasil? B5
IAC83-4157 BP Brasil? B5
IAC86-2210 BP Brasil? B5
IAC87-3396 BP Brasil® B5
1J76-293 S. robustum IndonésiaP A
1J76-313 S. officinarum IndonésiaP A
1J76-314 S. robustum x S. officinarum IndonésiaP A
1J76-317 S. officinarum IndonésiaP A
1J76-318 S. robustum x ? IndonésiaP A
1J76-325 S. officinarum IndonésiaP A
1J76-326 S. officinarum x ? IndonésiaP A
1J76-360 S. edule IndonésiaP A
1J76-418 RED S. officinarum IndonésiaP A
IM76-227 Erianthus spp. Indonésia® A
IM76-228 S.robustum IndonésiaP A
IM76-229 S.robustum IndonésiaP A
IN84-103 S.officinarum IndonésiaP A
IN84-104 S. robustum x ? IndonésiaP A
IN84-105 S. officinarum IndonésiaP A
IN84-106 S. officinarum IndonésiaP A
IN84-117 S. robustum IndonésiaP A
IN84-46 S. officinarum IndonésiaP A
IN84-58 S. spontaneum Indonésia® A
IN84-73 Erianthus spp. NA A
IN84-77 Erianthus spp. NA A
IN84-82 S. spontaneum IndonésiaP A
IN84-83 Erianthus spp. NA A
IN84-88 S. spontaneum IndonésiaP A
IS76-155 S. officinarum NA A
KRAKATAU S. spontaneum NA A
L60-14 BP Estados Unidos® E
LAUKONA S. officinarum x ? Estados Unidos® A
LOUSER S. officinarum x ? NA A
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Acessos Germoplasma? Origem Grupo
MALI BP NA E
MANA II BP NA E
MANERIA S. sinense indiaP A
MUNTOK JAVA S. officinarum IndonésiaP A
MZ-151 S. officinarum NA A
NA56-79 BP Argentina?® E
NCo 310 BP Africa do Sul? E
NG21-17 S. officinarum Nova GuinéP A
NG21-21 S. officinarum Nova Guiné® A
NG57-221 S. officinarum Nova Guiné® A
NG57-50 S. officinarum x S. spontaneum Nova Guiné® A
NG77-18 S. officinarum Nova GuinéP A
POJ161 BP Indonésia® E
P0OJ2878 BP Indonésia® E
Q117 BP Australia® E
Q165 BP Australia® E
Q70 BP Australia® E
R570 BP llhas de Reuni&o? E
RB002601 BP Brasil® B6
RB002700 BP Brasil® B6
RB002754 BP Brasil® B6
RB721012 BP Brasil® B4
RB72199 BP Brasil? B4
RB72454 BP Brasil? B4
RB725053 BP Brasil? B4
RB725828 BP Brasil? B4
RB732577 BP Brasil® B4
RB735200 BP Brasil® B4
RB735220 BP Brasil® B4
RB735275 BP Brasil® B4
RB736018 BP Brasil? B4
RB739735 BP Brasil? B4
RB75126 BP Brasil? B4
RB765418 BP Brasil? B4
RB785148 BP Brasil® B4
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Tabela 1- Continuacéao

Acessos Germoplasma? Origem Grupo
RB785750 BP Brasil® B4
RB806043 BP Brasil? B4
RB815521 BP Brasil? B4
RB815627 BP Brasil? B4
RB815690 BP Brasil? B4
RB825317 BP Brasil? B5
RB825336 BP Brasil? B5
RB825548 BP Brasil® B5
RB83100 BP Brasil® B5
RB83102 BP Brasil® B5
RB83160 BP Brasil? B5
RB835019 BP Brasil? B5
RB835054 BP Brasil? B5
RB835089 BP Brasil? B5
RB835205 BP Brasil? B5
RB835486 BP Brasil? B5
RB835687 BP Brasil? B5
RB845197 BP Brasil® B5
RB845210 BP Brasil? B5
RB845239 BP Brasil? B5
RB845257 BP Brasil? B5
RB845286 BP Brasil? B5
RB855002 BP Brasil? B5
RB855035 BP Brasil? B5
RB855036 BP Brasil? B5
RB855063 BP Brasil? B5
RB855070 BP Brasil? B5
RB855077 BP Brasil? B5
RB855113 BP Brasil? B5
RB855156 BP Brasil? B5
RB855196 BP Brasil® B5
RB855206 BP Brasil® B5
RB855350 BP Brasil® B5
RB855357 BP Brasil® B5

RB855453 BP Brasil? BS
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Tabela 1- Continuacéao

Acessos Germoplasma? Origem Grupo
RB855463 BP Brasil? B5
RB855465 BP Brasil? B5
RB855511 BP Brasil® B5
RB855533 BP Brasil® B5
RB855536 BP Brasil® B5
RB855546 BP Brasil® B5
RB855563 BP Brasil? B5
RB855574 BP Brasil? B5
RB855589 BP Brasil? B5
RB855595 BP Brasil® B5
RB855598 BP Brasil® B5
RB865214 BP Brasil® B5
RB867515 BP Brasil® B5
RB925211 BP Brasil® B6
RB925268 BP Brasil? B6
RB925345 BP Brasil? B6
RB92579 BP Brasil? B6
RB935744 BP Brasil? B6
RB965902 BP Brasil® B6
RB965917 BP Brasil® B6
RB966928 BP Brasil® B6
RB975148 BP Brasil® B6
SABURA S. officinarum NA A
SAC.OFFIC.8272 S. officinarum MalasiaP® A
SAC.OFFIC.8276 S. officinarum MalasiaP® A
SAC.OFFIC.8280 S. officinarum MalasiaP A
SAC.OFFIC.8284 S. officinarum MalasiaP® A
SES 205 A S. spontaneum india? A
SP70-1005 BP Brasil® B3
SP70-1078 BP Brasil? B3
SP70-1143 BP Brasil® B3
SP70-1284 BP Brasil® B3
SP70-1423 BP Brasil® B3
SP70-3370 BP Brasil® B3

SP71-1406 BP Brasil® B3
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Tabela 1- Continuacéao

Acessos Germoplasma? Origem Grupo
SP71-6949 BP Brasil® B3
SP71-799 BP Brasil® B3
SP72-4928 BP Brasil? B4
SP77-5181 BP Brasil? B4
SP79-1011 BP Brasil? B4
SP79-2233 BP Brasil? B4
SP79-2312 BP Brasil® B4
SP79-2313 BP Brasil® B4
SP79-6192 BP Brasil® B4
SP80-1520 BP Brasil? B4
SP80-1816 BP Brasil? B4
SP80-1836 BP Brasil? B4
SP80-1842 BP Brasil? B4
SP80-185 BP Brasil? B4
SP80-3280 BP Brasil® B4
SP81-1763 BP Brasil® B4
SP81-3250 BP Brasil? B4
SP83-2847 BP Brasil® B5
SP83-5073 BP Brasil? B5
SP86-155 BP Brasil? B5
SP89-1115 BP Brasil? B5
SP91-1049 BP Brasil? B5
TUC71-7 BP Argentina?® E
UBA DEMERARA S. sinense NA A
US57-141-5 S. robustum NA A
US60-31-3 BP Estados UnidosP E
US85-1008 S. spontaneum x US60-31-3 NA A
WHITE MAURITIUS S. officinarum India® E
WHITE PARARIA S. barberi India® E
WHITE TRANSPARENT S. officinarum India® E
ZWART MANILA S. officinarum IndonésiaP E

lInformacdo consultada em: a) Banco de Germoplasma da RIDESA
(http://[pmgca.dbv.cca.ufscar.br/); b) Miami World Collection (https://npgsweb.ars-
grin.gov/gringlobal/search.aspx); e ¢) Sugarcane Variety Notes (MACHADO, 2000).
BP: Gendtipos oriundos de Programa de Melhoramento. NA: Informagdo néo
disponivel
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O plantio foi realizado utilizando mudas pré-brotadas (MPB) oriundas de
gemas do Banco de Germoplasma do Programa de Melhoramento Genético da
Cana-de-acucar da RIDESA (Rede Interuniversitaria para o Desenvolvimento do
Setor Sucroenergético) em Murici-AL. As gemas foram tratadas com fungicida,
colocadas em recipiente com substrato apropriado (copos plasticos) e mantidas em
casa de vegetacdo por 6 meses, e em seguida transferidas ao campo em fevereiro
de 2013.

3.3 Avaliagdo Avaliacao das caracteristicas fenotipicas

Os gendtipos foram avaliados para oito caracteristicas fenotipicas, sendo
quatro a campo: altura de colmos (m), diametro de colmos (mm), nimero de colmos,
peso total da parcela (kg) (Figura 2); e quatro tecnolégicos: sdlidos soltuveis (°Brix),
teor de sacarose da cana (Pol%Cana, em %), teor de sacarose do caldo
(Pol%Caldo, em %) e teor de fibra (%). As avaliagcdes foram realizadas no momento
em gue apresentavam 18 meses em cana-planta (no ano de 2014) e também 18

meses de idade apos o primeiro corte em cana-soca (no ano de 2015).

3.3.1 Avaliacdes de altura, diametro de colmos, nimero de colmos e peso
total da parcela

Uma amostra de 10 colmos de cana-de-acucar foi retirada de cada parcela
para as andlises de altura e diametro de colmos. A altura foi medida em metros, com
trena graduada, da base do colmo até o meristema apical. O didametro foi mensurado
em milimetros, através de paquimetro digital com erro de 0,02 mm, no décimo
internddio a partir da base do colmo. O numero de colmos foi estimado pela
contagem direta dos colmos no campo.

Todos os colmos produzidos por parcela foram pesados por intermédio de um

dinambdmetro analdgico 18 meses apods o plantio.

3.3.2 Avaliacdes de solidos soluveis (°Brix), teor de sacarose (Pol%Caldo e
Pol%Cana) e teor de fibra (%).

Os dados das caracteristicas tecnolégicos foram avaliados de acordo com a
metodologia descrita por CONSECANA (2006). Foram coletados 10 colmos de cada
parcela e encaminhados ao LAST (Laboratério de Andlise e Simulacdo Tecnoldgica)

do Centro de Ciéncias Agrarias da UFSCar. Os colmos foram desfibrados em partes
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menores e posteriormente homogeneizados. Para realizar a extragao do caldo na
prensa hidraulica, foi aplicada uma pressédo de 250 Kg/m? por um minuto em 500
gramas da cana desfibrada. O caldo extraido foi recolhido e o bagaco prensado
(bolo umido) restante foi pesado.

ApGs a extragdo do caldo foi realizada a leitura de sdlidos soluveis através de
refratbmetro.

O teor de fibra presente na cana utiliza o peso do bolo iumido e pode ser
calculado pela seguinte equacao:

Fibra% Cana = 0,08 x PBU + 0,876,

em que:

PBU = peso do bagaco umido da prensa, em gramas.

Através de sacarimetro digital determinou-se o teor de sacarose presente no
caldo extraido (Pol%Caldo). Para realizacdo da leitura sacarimétrica o caldo foi
clarificado adicionando-se, aproximadamente, 5 gramas de clarificante por 200 mL
de caldo. Apés a clarificacdo, o caldo foi filtrado e, entdo, feita a leitura da
polarizacdo no sacarimetro. O teor de sacarose presente no caldo (Pol%Caldo) é
dado pela formula:

Pol%Caldo = LPb (0,2605 - 0,0009882 x B)
em que:
LPb = leitura sacarimétrica;
B = °Brix do caldo.

O teor de sacarose presente na cana (Pol%Cana) é calculado com base no
teor de sacarose presente no caldo extraido (Pol%Caldo), no teor de fibra presente
na cana e no Coeficiente C, o qual converte Pol do caldo extraido em Pol do caldo

absoluto. Assim, o Pol%Cana é dado pela formula:

Pol%Cana=Sx(1-0,01xF)xC
Em que:
S = Pol%Caldo;
F = Fibra da cana;
C = Coeficiente C =1,0313 - 0,00575 x F.
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Figura 2. Avaliacdes fenotipicas no Painel Brasileiro de Genétipos de Cana-de-
Acucar: (A) Medicao de diametro (mm); (B) Peso de 10 colmos (kg); (C) Peso da
parcela apos a colheita da cana (kg).

3.4 Analise dos dados das caracteristicas fenotipicas
As caracteristicas fenotipicas foram analisadas através da abordagem de
modelos mistos baseados no método da maxima verossimilhanca restrita (REML, do

inglés- restricted maximum likelihood) e seguindo o modelo linear:
Vierm = B+ Ay + L + i + e (1)

Em que v, € 0 fendtipo do gendtipo i no bloco k e corte m; p é a média
geral; h, é o efeito fixo do corte m" (m=1,..,M; M = 2); I, é o efeito fixo da
repeticdo k" (k =1, ..,K; K = 4) no corte m; t,,, € o efeito aleatério do gendtipo it
((i=1,..,1;; I, =242) no corte m; e e, € 0 efeito aleatdrio do erro residual. Para
0s genotipos, o vetor t = (ty4, ... ty)' teve uma distribuicdo normal com média zero
e matriz genética de variancias e covariancias (VCOV) G = G, & Ifg, e, g~N(0,G),
em que M é o numero de cortes, & representa o produto direto de Kronecker de

ambas matrizes genética G, e identidade I,, com as respectivas dimensées M X M e

L X1,

Para a matriz G,, foi testado a significancia das estruturas de identidade (ID)
e diagonal (DIAG), que foi determinado através do valor da ‘deviance’.

Ainda para as oito caracteristicas foi verificado no modelo a significancia dos
efeitos de linhas e colunas sobre cada parcela, afim de se testar a homogeneidade

para todos os gendtipos dentro de cada bloco. Além disso, foi também testado como
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covariavel o numero de touceira. As andlises foram conduzidas para cada
caracteristica utilizando o software GenStat (16" Edition) (PAYNE , 2009).

Com base nas médias ajustadas da analise conjunta dos dois anos agricolas
avaliados (cana-planta e cana-soca) foram calculadas as correlacbes genotipicas
entre as caracteristicas utilizando o coeficiente de correlacdo de Pearson e testadas

considerando um nivel de significancia global de «* = 0.05. Tais analises foram

realizadas utilizando-se o software R (http://www.cran.r-project.org), por meio do
pacote psych (REVELLE, 2016), que foi também usado para desenhar graficos de
dispersao entre pares de caracteristicas.

Em adicdo, ainda com base nas médias, foi realizada a analise de
componentes principais (PCA, do inglés Principal Component Analysis) a partir de
uma matriz de dados D, em que as linhas continham os gendétipos de cana-de-
acucar (acessos) e as colunas representaram as médias ajustadas para 0s
componentes de producdo. Nesta andlise foi utilizada a funcao prcomp do software
R (http://www.cran.r-project.org).

As variancias fenotipicas (47) e genéticas (52) estimadas foram utilizadas

para o calculo da herdabilidade (h* = &%;/5%,). A variancia fenotipica (&7) foi

-
o

determinada a partir de 53 = §Z+ &2, onde &; é a variancia residual (HOLLAND;
NYQUIST; CERVANTES-MARTINEZ, 2010). A partir das variancias foi também

calculado o coeficiente de variagdo genético (CV;,(%) = (y/°;/X)x100) e o
.. . . —_— I'_
coeficiente de variagéo experimental (CV, (%) = (Nl c’rﬂ,f}?jx 100).

Para verificar a evolucdo temporal dos acessos dentro do germoplasma
brasileiro foi realizada a subdivisdo destes genétipos com base no ano que foi
realizado o cruzamento para a obtencdo dos gendtipos, sendo de 1940 a 1951
(classificado como grupo B1), de 1952 a 1961(grupo B2), de 1962 a 1971(grupo B3),
de 1972 a 1981(grupo B4), de 1982 a 1991(grupo B5) e de 1992 a 2001(grupo B6).
A partir das médias ajustadas dos oito componentes de producdo avaliados (peso,
namero de colmos, altura, diametro, solidos soluveis, Pol%Cana, Pol%Caldo e teor
de fibra) foi realizado o estudo da regressao linear e foram construidos boxplots para
comparar a variacdo dos dados do germoplasma ancestral (grupo A) e do

germoplasma melhorado estrangeiro (grupo E).
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4. Resultados e Discussédo

A partir dos dados coletados, verificou-se no modelo a significancia do efeito
do numero de touceiras sobre as oito caracteristicas avaliadas, sendo que apenas
namero de colmos e peso total da parcela, apresentaram resposta positiva, com iSso
para estas duas caracteristicas foi utilizado nimero de touceira como co-fator da
andlise.

Enguanto que a analise da significancia de linhas e colunas em cada parcela,
para o teste da homogeneidade dos gendtipos dentro de cada bloco, indicou néao
haver efeito significancia para as caracteristicas no modelo.

As matrizes ID e DIAG testadas para a andlise dos dados nos dois anos
agricolas, ndo apresentaram diferenca estatistica entre si, por isso, para as oito
caracteristicas avaliadas, foi adotada a estrutura identidade (ID). Sendo assim as

variancias genéticas foram homocedasticas para cana-planta e cana-soca.

4.1 Herdabilidade e componentes de variancia

Os resultados referentes as amplitudes fenotipicas, médias, estimativas dos
componentes de variancia, coeficientes de variagdo experimental e genético, e
herdabilidade dos oitos componentes de producdo avaliados nos acessos do
PBGCA foram sumarizados na Tabela 2. A amplitude fenotipica das caracteristicas
avaliadas tornou evidente que o PBGCA foi composto por gendtipos contrastantes.

Os valores mostraram que a caracteristica peso por parcela foi a que teve
maior variagdo, sendo que o acesso do extremo superior com 404,08kg (CP53-76)
apresentou um peso por parcela aproximadamente 292 vezes maior que 0 acesso
do extremo inferior com 1,38kg (IN84-117) e média de 120,24kg. O numero de
colmos também apresentou uma alta variacdo, sendo que, variou de 6,00 (MZ-151)
a 602,00 (SES 205A), com média de 93,38.

Em contraste, solidos soluveis foi a caracteristica com menor varia¢do, sendo
gue os gendétipos com alto contetdo de soélidos solluveis 24,4°Brix (CERAM RED e
NG57221) foram cerca de trés vezes maiores que o0 genétipo do extremo inferior
8,00°Brix (IN84-73), a média da caracteristica foi de 19,40°Brix.

Para os outros componentes relacionados ao acumulo de acucar foi
observada para teor de sacarose do caldo (Pol%Caldo) a variacdo de 2,42% (SES
205A) a 22,97% (CERAM RED), sendo a média de 16,68% e teor de sacarose da
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cana (Pol%Cana) a variagéo de 1,50% (SES 205A) a 18,90% (RB002700), sendo a
média de 13,94%.

O teor de fibra da cana (%) teve uma variacao de 4,36% (SAC. OFFIC. 8272)
a 31,93% (1J76-318), com a meédia de 13,07%, enquanto que altura de colmo variou
de 0,77m (IN84-106) a 3,80m (CP53-76), sendo a média de 2,34m e diametro variou
de 9,73mm (SES205A) a 44,32mm (CANA MANTEIGA), sendo a média de 25,15mm
(Tabela 2).

Os valores das estimativas das variancias residuais (§7) foram similares em
cana-planta e cana-soca para cada caracteristica avaliada. Uma excecao foi &> para

namero de colmos, cerca de 3 vezes menor em cana-planta (301,02) que em cana-
soca (805,70).

Os coeficientes de variagdo genética (CV,;) indicaram grande variabilidade

genética com valores de 11,54% para solidos soluveis (°Brix) a 63,85% para namero
de colmos. O CV,, para teor de fibra, Pol%Caldo e Pol%Cana foi de 24,70%,

20,50% e 22,46%, respectivamente, sendo propor¢des proximas entre si. Enquanto
que o CV,; de peso foi de 39,73%, diametro foi 16,41% e altura foi 15,03%.

Os coeficientes de variacéo residual (CV,) para o primeiro e o segundo anos
agricola, para cada caracteristica avaliada, foram similares (Tabela 2). As maiores
diferencas entre CV, de cana-planta e cana-soca foram as seguintes: (a) nimero de
colmos foi aproximadamente 40% maior em cana-soca (33,27%) que em cana-
planta (20,34%); (b) teor de fibra foi aproximadamente 26% maior em cana-
planta(12,01%) que em cana-soca (8,80%).

A herdabilidade (h?®) para as caracteristicas avaliadas a campo (altura,
didametro, numero de colmos e peso da parcela) foram acima de 0,60 nos dois anos
avaliados, com uma variacdo de 0,61(peso em cana-planta) a 0,91 (numero de
colmos em cana-planta). Em relacdo a herdabilidade para as caracteristicas
tecnolégicas avaliadas em laboratorio (sélidos soltveis (°Brix), teor de sacarose do
caldo (Pol%Caldo) e da cana (Pol%Cana) e teor de fibra) essas estimativas foram
acima de 0,70, variando de 0,74 (°Brix em cana-planta) a 0,88 (teor de fibra em

cana-soca).
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Tabela 2 — Amplitude fenotipica, médias fenotipicas, estimativas dos componentes de varidncia genética (57) e fenotipica
(82), coeficientes de variag&o fenotipica, genotipica (CV.(%) e (ﬁ;(%])* e herdabilidade no sentido amplo em nivel de planta (A?)

do numero de colmos por contagem direta, peso total de parcela (kg), altura de colmos (m), diametro de colmos (mm), solidos
sollveis (°Brix), teor de sacarose da cana (Pol%Cana), teor de sacarose do caldo (Pol%Caldo) e teor de fibra (%), avaliados no
Painel Brasileiro de Genotipos de Cana-de-acgucar nos dois anos agricolas, cana-planta (1) e cana-soca (2).

Amplitude  Médias -2

Caracteristica s g g,
fenotipica fenotipica

oy Opm CV,(%) TV, (%) TV (%) Ry Ry

Altura de colmos (m) 0,77 - 3,80 2,34 0,14 0,20 0,19 15,03 10,12 9,54 0,67 0,70
Diametro de colmos (mm) 9,73-4432 2515 18,03 21,71 22,92 1641 7,43 8,55 0,83 0,78
NGmero de colmos 6,00 - 602,00 93,38 2967,10 3268,12 3772,80 63,85 20,34 3327 091 0,78
Peso total da parcela (kg) 1,38- 404,10 120,24 2458,00 3975,00 3693,00 39,73 31,21 2816 0,61 0,66
Sélidos soldveis (°Brix) 8,00-24,40 19,40 419 566 505 11,54 6,83 5,22 0,74 0,83
Teor de Fibra (%) 436-31,93 13,07 9,77 12,10 11,01 2470 12,01 880 0,80 0,88
I;;wgasnaegamse da cana 1,50-18,90 13,94 7,61 937 879 22,46 10,8 8,84 0,81 0,86
I;;wgasljg;"mse do caldo 242-2297 16,68 890 11,09 1049 2050 10,17 8,66 0,80 0,85

*Para o calculo dos coeficientes de variacdo fendtipica e genotipica foram utilizadas a média genotipica ndo apresentada na
tabela.
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4.2 CorrelacBes genotipicas dos componentes de producao

As correlacdes entre as oito caracteristicas avaliadas estdo apresentadas na
Figura 3. No total foram encontradas 26 correlagcbes significativas (p <0,05), das
quais oito associagdes foram negativas (por exemplo, fibra e peso) e 18 positivas
(por exemplo, Pol%Cana e Pol%Caldo).

100 400 15 30 10 20 10 20
Peso . . B
A 0.37%| | 0.78"| | 0.27*| | 0.30"| | 0.277| | 0.26"| |-0.10 [ *
§ - . N° de colmos
L 0.29*| |-0.577 |-0.377 |-0.437 |-0.487| | 0.64"
. ° o Cd [ -
x| R 0.24*| | 0.20"| [ 0.18"| [ 0.03 [ ©
2 ] T, | Diametro .
gt Al -} 0.41°| | 0.47*| | 0.55*| |-0.77*
S LA I L
aplhe: it | BRIX I
AL AA
SR = ’ . [ . f Pol%Calda . g
R ]
-?® 9@ o o ." o ['% ¢,
Ee ! " y ; . . ’ / Pol%Cana .
'.;{..; "‘- .. e, I;‘:.‘o 8 e Y,. ’. A -0.79 *E %
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Figura 3 - Correlacdo genotipica entre as oito caracteristicas avaliadas a partir das
médias ajustadas dos dois anos agricolas (cana-planta e cana-soca) obtidas via
modelos mistos para o Painel Brasileiro de Genoétipos de Cana-de-agucar.

*Altamente significativo



31

Nove correlagbes foram classificadas com valores abaixo de 0,35, 10 com
valores entre 0,36 e 0,70 e sete com valores acima de 0,71. As caracteristicas
avaliadas através das andlises laboratoriais possuiram correlagcbes de valores
elevados, como por exemplo Pol%Cana e Pol%Caldo apresentando valor absoluto
de 0,99, bem como entre fibra e Pol%Cana com valor absoluto de 0,79. Em
contrapartida as correlagcdes nas analises a campo foram menores, sendo que altura
teve correlacdo abaixo de 0,24 com as caracteristicas que apresentou valores

significativos. A correlacdo entre diametro e peso foi de 0,27.

4.3 Analise de Componentes Principais

A andlise de componentes principais (PCA) identificou a relacdo entre as oito
caracteristicas de producédo. Esta andlise revelou que o primeiro componente (PC1)
explicou grande parte da variabilidade dos dados representando uma proporgéo de
55,56%, onde foi possivel observar uma separacdo dos acessos pertencentes ao
PBGCA enquanto o segundo componente (PC2) contribuiu com 25,55% da
explicacdo de variacdo dos dados (Figura 4).

Com uso de atribuicdes em cores foi realizada a classificagdo entre acessos
pertencentes ao germoplasma melhorado, coloridos em azul (grupo B e E) e
acessos pertencentes ao germoplasma ancestral, coloridos em verde (grupo A)
(Tabela 1). Esta separacdo foi feita com a finalidade de se observar a variacéo
presente no primeiro componente (PC1).

Os acessos do germoplasma melhorado, em azul, mostram uma tendéncia de
ficarem agrupados e préximos das caracteristicas relacionadas com acucar (sélidos
soluveis, Pol%Caldo e Pol%Cana). Enquanto os pontos verdes que se distanciaram
se agruparam préximos a caracteristicas de numero de colmos e teor de fibra
(Figura 4).

4.4 Evolucédo temporal dos acessos do germoplasma brasileiro

A partir da inspecéo visual dos boxplots (Figura 5), foi observado que a
amplitude do grupo A (germoplasma ancestral) foi maior para as oito caracteristicas
avaliadas. Entretanto a mediana do grupo A foi superior ao grupo B (genotipos
brasileiros) apenas para teor de fibra, que no grupo A tem valor de 12,74% e no
grupo B tem valor médio de 12,27%. No grupo dos genotipos estrangeiros (grupo E),
as amplitudes foram menores quando comparadas ao grupo A, entretanto os valores

de medianas sdo maiores para as caracteristicas avaliadas.
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Figura 4- Analise dos componentes principais estimados a partir da média ajustada dos dois anos agricolas, cana-planta e cana-
soca (2014 e 2015), das oito caracteristicas avaliadas no Painel Brasileiro de Genétipos de Cana-de-agucar (nUmero de colmos por
contagem direta, peso total de parcela em kg, altura de colmos em m, didmetro de colmos em mm, soélidos soluveis (°Brix),
Pol%Cana, Pol%Caldo e teor de fibra). As cores representam, em verde acessos do germoplasma ancestral e em azul, acessos do

germoplasma melhorado.
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Em contrapartida, o grupo E, quando comparado ao grupo B, apresentou
maior amplitude para as oito caracteristicas avaliadas e menor valor de mediana
para trés caracteristicas: (1) peso, com valores do grupo B de 138kg e do grupo E
de 114kg. (2) Altura grupo B com 2,5m e do grupo E com 2,3m e (3) niumero de
colmos grupo B com 88,13 e grupo E com 80,85 (Figura 5).

Ao longo das seis décadas representadas no grupo B, foi possivel observar
ganhos genéticos para as caracteristicas que sao de interesse do melhoramento
genético da cana-de-agUcar, com excecao para fibra e didametro. Entre o periodo de
Bl a B6, as caracteristicas avaliadas a campo (peso, numero de colmos e altura)
tiveram aumento de 38,25%, 17,07% e 15,95%, respectivamente.

O maior ganho para peso foi entre B5 (com mediana de 147kg) e B6 (com
mediana de 173,5kg). Também foi observado que nimero de colmos teve mediana
de 92,19 para B5 e mediana de 100,14 para B6. Diferentemente, em altura o maior
ganho foi entre B4, com mediana de 2,43m, e B5, com mediana de 2,60m.

Ainda considerando todo o periodo entre B1 e B6, as caracteristicas avaliadas
em laboratorio e relacionadas a acumulo de acucar, sélidos sollveis, Pol%Cana e
Pol%Caldo tiveram aumento de 6,36%, 10,06% e 7,02%, respectivamente, e 0 maior
ganho para as trés caracteristicas foi verificado de B4 (1972 a 1981) para B5 (1982
a 1991).

Para a compreensdo da magnitude dos ganhos no grupo B, um modelo de
regressao linear foi ajustado para as oito caracteristicas avaliadas, conforme
descrito na Tabela 3.

De acordo com a regressao linear, teor de fibra e diametro de colmos néo
apresentaram a regressao significativa ao nivel de 5% para a variavel década, ja as
caracteristicas avaliadas em laboratério sélidos soluveis, Pol%Cana e Pol%Caldo
mostraram aumento médio por década de 0,029°Brix, 0,28% e 0,33%,
respectivamente. As caracteristicas avaliadas a campo tais como peso, nhumero de
colmos e altura, mostraram aumento médio por década de 10,31 kg, 2,88 colmos e
0,07 metros, respectivamente.

Apesar dessas caracteristicas apresentarem a regressao linear significativa
ao nivel de 5%, os valores apresentados de R2 sdo baixos, como peso com Rz de
15,65% e numero de colmos com R2 de 4,73%, enquanto soélidos sollveis e

Pol%Cana apresentaram R2 de 20,58% e 21,67%, respectivamente.
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Figura 5- Boxplot das oito caracteristicas (nimero de colmos, peso total de parcela, altura de colmos, didametro de colmos, sélidos
soluveis (°Brix), Pol%Cana, Pol%Caldo e teor de fibra) avaliados no PBGCA. Os gendtipos estdo agrupados em A- Ancestrais, E-
Estrangeiras, os gendtipos dos programas de melhoramento brasileiros subdivididos de acordo com a década de cruzamento (B1-
entre 1940 e 1951; B2-entre 1952 e 1961; B3-entre 1962 e 1971, B4-entre 1972 e 1981, B5-entre 1982 e 1991 e B6-entre 1992 e

2001).
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Tabela 3 — Regresséo linear, coeficiente de determinacdo (R2) e P valor para testar
a significancia do coeficiente angular das oito caracteristicas avaliadas em cana-
planta e cana-soca (numero de colmos, peso total de parcela, altura de colmos,
diametro de colmos, sdlidos soluveis (°Brix), Pol%Cana, Pol%Caldo e teor de fibra)
em seis décadas dos acessos brasileiros pertencentes aos programas de
melhoramento brasileiros do Painel Brasileiro de Genoétipos de Cana-de-acucar.

Caracteristica Regressao linear R2(%) p-valor
Solidos sollveis (°Brix) y= 18,32 + 0,029x 20,58 3,568
Pol%Caldo y=16,67 + 0,33x 21,67 1,44e 08
Pol%Cana y= 14,03 + 0,28x 23,04 4,51e®
Numero de colmos y= 77,54 + 2,88x 4,73 0,001
Teor de Fibra (%) y=12,29 - 0,01x -0,007 0,91"
Peso total da parcela (kg) y= 96,28 + 10,31x 15,65 1,90e6
Altura de colmos (m) y=2,19 + 0,07x 0,17 5,64e7
Diametro de colmos (mm) y= 25,56 + 0,17x 1,42 0,1"

A formacdo de bancos de germoplasma € muito importante para manutencao
das bases genéticas e para garantir a continuidade de todo o processo de
melhoramento genético de uma cultura (GOVINDARAJ et al.,, 2013). Assim, o
estabelecimento e a caracterizacdo de bancos de germoplasma sao importantes
para o sucesso dos programas de melhoramento genético da cana-aglcar, uma vez
gue a escolha de genitores para cruzamentos € o ponto de partida de um longo
processo de melhoramento. Tais genitores devem concentrar 0 maximo de alelos
favoraveis para alto rendimento como teor de sacarose e producdo de cana em
tonelada por hectare, além de resisténcia a doencas, pragas e estresses abioticos,
guantidade e qualidade de fibra, entre outros fatores.

Neste trabalho a amplitude fenotipica dos oito componentes de producdo
avaliados deixou evidente o quanto diversificado e representativo € o PBGCA. As
médias apresentadas para solidos soluveis, diametro de colmos, altura de colmos e
namero de colmos estdo de acordo com as médias reportadas para cultura, em
trabalhos que também utilizaram um conjunto diversificado de gendétipos de cana-de-
acucar (AITKEN; JACKSON; MCINTYRE, 2006; GOY et al., 2013; GOUY et al.,
2015; HOARAU et al., 2002; TOOD et al.,2014).
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Dentre os genotipos ancestrais, 0os acessos de S. officinarum tiveram as
maiores taxas dos caracteres relacionados ao acumulo de acucar (média de 18,88
°Brix, 15,98 para Pol%Caldo e 13,50 para Pol%Cana) e os menores teores de fibra
(média de 11,89%). Essa relacéo esta de acordo com o processo de melhoramento
da cana-de-acucar, o qual utilizou representantes de S. officinarum nos cruzamentos
interespecificos por serem mais ricas em agucar que as demais.

Em contrapartida, os acessos de S. spontaneum apresentaram baixas
estimativas de médias para os caracteres de acumulo de acgucar (14,76 para solidos
solaveis, 7,02 para Pol%Caldo e 5,03 para Pol%Cana), porém médias elevadas para
porcentagem de teor de fibra (22,18%). Esses resultados acerca do teor de fibra
indicam que essa € uma espécie que pode ser utilizada quando se realiza selecéo
para cana-de-acucar destinada a geracdo de energia. Estes resultados corroboram
com o que vem sendo descrito nas literaturas sobre cana-energia (KIM; DAY, 2011,
MATSUOKA et al., 2014; TEW; COBIL, 2008;).

As variancias calculadas ndo sdo comparaveis entre as caracteristicas
avaliadas, uma vez que os valores dependem diretamente da unidade métrica das
caracteristicas. Por conta disso, foi calculado o coeficiente de variacdo genética que
utiliza a variancia genética no célculo e pode ser uma medida adimensional de
comparacao entre as caracteristicas.

Os resultados do CV,, evidenciaram a variabilidade genética dos acessos
presentes no PBGCA e indicaram que 0s genétipos tém um bom potencial de ganho
genético no processo de selecdo (ANDRADE et al, 2011) para todos as
caracteristicas avaliadas, reforcando a importancia dos bancos de germoplasma na
manutencdo da variabilidade de alelos de interesse econdmico. No conjunto de
dados avaliado, niumero de colmos foi a que apresentou a maior capacidade de
ganhos genéticos. Ao contrario das caracteristicas relacionadas ao acumulo de
acucar (solidos soluveis, Pol%Cana e Pol%Caldo), que apresentaram uma menor
variabilidade genética e, consequentemente, um menor ganho.

A mensuracgdo da herdabilidade de caracteristicas de importancia econdmica
pode ajudar a selecionar a estratégia ideal para programas de melhoramento
(PIEPHO; MOHRING, 2007; SADRAS; REBETZKE; EDMEADES, 2013). Em nosso
estudo, de forma geral os valores de herdabilidade no sentido amplo (h?) foram

altos, variando de 0,61 a 0,91 para cana-planta e de 0,66 a 0,88 para cana-soca
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(Tabela 2). Os resultados de h® sdo semelhantes aos encontrados na literatura:
Chaudhary (2001), utilizando 32 acessos, encontrou valores semelhantes de h? para
diametro (0,85) e altura (0,72); Kimbeng et al. (2009), utilizando 17 acessos,
encontraram valores semelhantes de h? para Pol%Cana (0,81); Gouy et al. (2013),
utilizando dois painéis de diversidade (REU e GUA), encontraram valores
semelhantes de h? para nimero de colmos (0,80 e 0,90, respectivamente), diametro
(0,89 e 0,96, respectivamente), solidos soluveis (0,83 e 0,88, respectivamente) e
teor de fibra (0,89 e 0,71, respectivamente); e Gouy et al. (2015), utilizando 180
acessos em duas condicbes de altitude (baixa e alta), encontraram valores
ligeiramente mais baixos de A2 para Pol%Cana (0,60 e 0,67, respectivamente) e
para numero de colmos (0,48 e 0,50, respectivamente), e valores semelhantes de
h? para altura (0,73 e 0,79, respectivamente). Neste estudo, a variacdo fenotipica
observada nos dois anos avaliados €, em grande parte, devido a variagdo genotipica
presente nos acessos que compdem o PBGCA.

Novas variedades podem ser selecionadas através de correlacdo genotipica,
a qual combina mais que uma caracteristica desejavel na mesma planta por selecéo
indireta (RAM; CHAUDHARY; YADAV, 1997). Correlacbes entre caracteristicas
refletem processos bioldgicos que resultam de interagdes genéticas, funcionais e de
natureza fisioldgica (BALSALOBRE et al., 2016; JAMOZA et al., 2014; SOOMRO et
al., 2006). As fortes e significativas correlacdes genotipicas observadas neste estudo
(positivas: peso-altura, Brix-Pol%Cana, Brix-POL%Caldo e Pol%Cana-Pol%Caldo; e
negativas: Pol%Cana-Teor de fibra e Pol%Caldo e Teor de fibra) ja4 foram
evidenciadas em outros estudos (AITKEN et al., 2008; BALSALOBRE et al., 2016;
HOARAU et al., 2002; MING et al., 2001) e mostram que 0S acessos que compdem
o PBGCA possuem contrastes para teor de sacarose e teor de fibra. Este é um
indicativo que o PBGCA apresenta acessos com base genética para obtencdo de
cana-de-acucar e acessos com alelos favoraveis para obtencdo de cana com
elevado teor de biomassa.

A andlise de componentes principais revelou uma divisdo dos genotipos
pertencentes ao PBGCA (Figura 4). Os pontos verdes mais distantes aos pontos
azuis foram 0s acessos ancestrais que apresentaram baixos teores de solidos
sollveis, tais como SES 205A, IN84-88 e KRAKATAU com médias ajustadas de

14,38°Brix, 15,88°Brix e 12,51°Brix, respectivamente, e altos valores de teor de fibra
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(com médias ajustadas de 21,40%, 22,05% e 21,74%, respectivamente). Esses
acessos contrastam com 0s genotipos que passaram por selecdo pelos programas
de melhoramento genético e mostram uma tendéncia de se agruparem proximas as
caracteristicas que influenciam no ganho de biomassa (numero de colmos e teor de
fibra).

Os ancestrais (pontos verdes) que se agruparam junto aos acessos que
passaram por processo de selecdo (pontos azuis) sao representantes de S.
officinarum, com altos teores de acucar, tais como CAIANA RISCADA, WHITE
TRANSPARENT e CERAM RED que possuem, na meédia, valores de solidos
soliveis bem proximos aos valores dos genoétipos cultivados com valores
aproximados de 20,50°Brix.

O germoplasma melhorado, em azul, refletiu o processo de melhoramento
genético da cana-de-acUcar, uma vez que mostraram uma tendéncia de ficarem
agrupados e proximos das caracteristicas relacionadas com acgucar, com destaque
para as variedades mais atuais oriundas dos programas de melhoramento genético
brasileiros que, como apresentado por Dal-Bianco et al. (2012), ja chegaram em um
patamar elevado de producao de agucar.

Gouy et al. (2015), em estudos utilizando dados fenotipicos em um painel de
cana-de-acguUcar, obtiveram resultados semelhantes referente a separacdo das
espécies S. spontaneum e S. offcinarum além das tendéncias dos gendétipos hibridos
de se agruparam préximos a S. officinarum. Todd et al. (2014) utilizaram uma
colecdo mundial de cana-de-acucar para a realizacdo da caracterizacao fenotipica.
A partir de 1.177 gendtipos, sendo a maior parte de representantes ancestrais, estes
autores também observaram uma distancia significativa entre os representantes S.
spontaneum e S. officinarum.

Com a analise dos boxplots, além da separacdo dos acessos entre
germoplasma melhorado (grupo B e E) e germoplasma ancestral (grupo A), foi
possivel observar que existe uma ampla divergéncia dentro do germoplasma
ancestral bem como foi citado por diversos autores (AITKEN et al., 2006; BROWN et
al., 2007; GOVINDARAJ et al., 2013; TODD et al., 2014). No Brasil, os programas de
melhoramento genético de cana-de-agucar foram os responsaveis pela evolucao dos
componentes genéticos com ganhos significativos que sdo observados nos boxplots

do grupo B (Figura 5).
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5. Conclusdes

A caracterizacdo do PBGCA através de oito componentes de producéo
mostrou ser uma importante ferramenta para auxiliar os programas de melhoramento
de cana-de-acucar, principalmente na fase de pré-melhoramento, que € quando se
realiza a escolha dos genitores para cruzamentos.

A separagdo que ocorreu entre 0s genotipos ancestrais e cultivados do
PBGCA, como também a amplitude observada nos acessos ancestrais, revelou a
diversidade alélica presente na cana-de-aclucar. Além disso, também demonstrou
que o0s bancos de germoplasma sdo uma valiosa fonte de alelos para o
desenvolvimento de gendétipos superiores e podem auxiliar a obtencdo de
variedades para producao de energia e ndo somente acucar.

O coeficiente de variacdo genética indicou os componentes de producdo que
possuem maior capacidade de se obter ganhos genéticos com a sele¢cdo, como
ndamero de colmos e peso, consequentemente estas caracteristicas merecem uma
maior atencédo dos melhoristas que buscam variedades mais produtivas. Além disso
a correlacdo observada entre algumas caracteristicas também sugere a
possibilidade de selecédo indireta.

Este estudo possibilita também futuros trabalhos de associacdo das
caracteristicas de importancia econdmica que foram avaliadas com marcadores

moleculares a fim de promover a selecao assistida em cana-de-acucar.
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Validagdo dos marcadores R12H16 e 9020-F4 associados ao gene Brul de
resisténcia a ferrugem marrom no Painel Brasileiro de Gend6tipos de Cana-de-
acucar

1.Resumo

A cana-de-acucar (Saccharum spp.) é uma cultura importante em areas
tropicais e subtropicais. Além de matéria-prima para producéo de agucar, € também
uma fonte de energia renovavel. Doencas como a ferrugem marrom, causada pelo
fungo Puccinia melanocephala, tem efeitos negativos sobre a produtividade em
areas comerciais. Programas de melhoramento genético tém dedicado esforcos para
liberar variedades que apresentam algum nivel de resisténcia a essa doenca.
Ferramentas de genética molecular contribuiram para a identificacdo de Brul, um
gene de efeito maior para resisténcia a ferrugem marrom. Marcadores moleculares
associados a Brul foram desenvolvidos e podem ser grandes aliados do
melhoramento molecular da cana-de-acUcar para predizer fenétipos resistentes a
essa doenca. Neste estudo, caracterizou-se o Painel Brasileiro de Gendétipos de
Cana-de-acucar constituido por 242 acessos de cana-de-acucar com dois
marcadores moleculares, R12H16 e 9020-F4, que sao fortemente associados ao
gene Brul. Além disso, avaliamos a existéncia de possiveis fontes alternativas de
resisténcia e a frequéncia do gene Brul no Brasil, considerando as 10 variedades
mais plantadas no periodo de 1974 a 2015. Um total de 131 gendétipos foram
avaliado a campo como resistentes a ferrugem marrom e, destes, 71,76% foram
portadores do gene Brul. Além disso, 16 acessos ancestrais resistentes nao tiveram
qualquer associacdo com o gene Brul, indicando possivel fonte alternativa de
resisténcia. Avaliando a genealogia da variedade moderna RB966928, foi possivel
supor que Brul possivelmente teve como origem, para 0s programas brasileiros de
melhoramento genético, a variedade POJ2878. Também uma fonte secundaria de
resisténcia pode estar presente em variedades que possuam P0OJ213 como
ancestral. O gene de efeito maior Brul é a principal fonte de resisténcia dos
programas brasileiros de melhoramento genético da cana-de-agucar e pode ser
empregado no direcionamento de cruzamentos e na selecao eficiente de genotipos
resistentes ainda nas primeiras fases do melhoramento. Apesar de serem
necessarias mais pesquisas para caracterizar os genes secundarios envolvidos com

resisténcia a ferrugem marrom, a incorporacdo dessa fonte em programas de
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melhoramento pode auxiliar na manutengéo efetiva da resisténcia em cana-de-

acucar.

2. Introducéo

A cana-de-acucar (Saccharum spp.) esta entre as mais importantes espécies
cultivadas, principalmente para producdo de agucar (FAO, 2015). Com a crescente
necessidade de ampliar o uso de fontes renovaveis, aumentar a seguranca
energética e reduzir os impactos ambientais associados aos combustiveis fésseis, 0
bioetanol de primeira geracdo da cana-de-aclUcar é uma alternativa viavel
economicamente e amplamente empregado no Brasil (GOLDEMBERG, 2007). O
Brasil € atualmente o pais com a maior producdo de cana-de-acucar (FAO, 2015),
com mais de 9 milhdes de hectares e produtividade estimada em 76.9 kg ha? na
safra 2015/16 (CONAB, 2016).

O uso da bioenergia proveniente de culturas eficientes na utilizagcdo de
recursos ambientais, como a cana-de-acucar (DE VRIES et al.,, 2010), pode ser
expandida com aumento da produtividade e/ou da area de cultivo. A cana-de-acucar
€ uma graminea semi-perene com propagacao vegetativa, sendo que os programas
de melhoramento genético tém concentrado esforcos para o desenvolvimento e
lancamento de novas variedades com rendimentos que atendam as demandas
atuais e as perspectivas do setor sucroenergético (DAL-BIANCO et al.,, 2012,
WACLAWOVSKY et al., 2010). No entanto, o processo de melhoramento € caro e
demorado, pois envolve a obtencdo de milhares de progénies F1 todos os anos,
seguida por fases de selecdo e experimentacdo, o que consome cerca de 15 anos
(GOUY et al., 2015; MATSUOKA et al., 2009).

Além disso, a complexidade genética é outro fator que tem dificultado o
melhoramento desta cultura, em decorréncia ao alto nimero de cromossomos,
variando de 100 a 130 (D’HONT et al.,, 1998; IRVINE, 1999), do tamanho do
genoma, com aproximadamente 10 Gb (D’HONT, 2005; D’HONT and GLASZMANN,
2001; PIPERIDIS et al., 2010), e a ocorréncia de aneuploidia, com um ndamero
variavel de cromossomos em cada grupo de homeologia (GRIVET, ARRUDA, 2002).

Entre as doencas que causam danos relevantes a cana-de-agucar, a ferrugem
marrom, que é uma doenca fungica causada por Puccinia melanocephala H. & P.
Sydow., esta presente em quase todas as areas de cultivo (ASNAGHI et al., 2004;
HOY, HOLLIER, 2009; RYAN, EGAN, 1989). Em variedades suscetiveis, 0 patégeno
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prejudica a taxa fotossintética, ao reduzir a area foliar, e vias correlatas ocasionando
reducdo da altura e do diametro dos colmos, reducédo da quantidade de perfilho e
comprometendo a producéao final de biomassa (HOY, HOLLIER, 2009; McFARLANE
et al., 2006; PURDY et al., 1983; RAID, COMSTOCK, 2000). No México, nos anos
de 1981 e 1982, foram registrados prejuizos que atingiram 50% da producéo
(PURDY et al., 1983). No Brasil, no ano de 1992, estima-se que O prejuizo na
producdo chegou a 8,74% e as perdas a 107 milhdes de ddlares devido ao cultivo
predominante de gendtipos que ndo apresentavam niveis satisfatorios de resisténcia
(MOURA et al., 1999).

O método mais eficaz para controlar a ferrugem marrom € o0 uso de
variedades resistentes (BALSALOBRE et al., 2016; COSTET et al., 2012; GLYNN et
al., 2012; PARCO et al., 2014; RACEDO et al., 2013). A base da heranca genética
de resisténcia a essa doenca tem sido amplamente estudada e alguns autores
defendem que a resisténcia é controlada por um ou poucos genes (ASNAGHI et al.,
2004; CUNFF et al., 2008; COSTET et al.,, 2012; DAUGROIS et al.,, 1996;
GARSMEUR et al., 2011; GLYNN et al., 2013; HOGARTH et al., 1993; PARCO et
al., 2014; RABOIN et al., 2006; RACEDO et al.,, 2013; RAMDOYAL et al., 2000;
SORDI et al.,, 1988). Um gene de resisténcia, denominado Brul, foi o primeiro
carater mendeliano descrito para o complexo genoma da cana-de-acucar (ASNAGHI
et al., 2004; DAUGROIS et al., 1996; GLYNN et al., 2012; RABOIN et al., 2006).

Estudos genémicos tém mostrado que Brul esta incluido numa insercédo de
tamanho desconhecido (CUNFF et al., 2008; GARSMEUR et al., 2011). Esta
insercdo induz a reducdo de recombinacao, resultando em forte desequilibrio de
ligagdo (DL) dentro da regido do gene Brul e um completo DL entre dois
marcadores moleculares especificos, R12H16 e 9020-F4, dentre os 10 marcadores
identificados na regido. Estes dois representam valiosos marcadores diagnostico
para a presenca de Brul, pois sua presenca prevé comportamento resistente em
variedades modernas de cana (COSTET et al., 2012; GLYNN et al., 2012; RACEDO
et al.,, 2013). Além disso, a auséncia destes dois marcadores em uma variedade
resistente indicaria a auséncia de gene Brul, sugerindo uma fonte alternativa de
resisténcia (COSTET et al.,, 2012; GLYNN et al., 2012; PARCO et al., 2014;
RACEDO et al., 2013). Com o surgimento desses marcadores, o desenvolvimento
de variedades superiores resistentes a ferrugem marrom pelo melhoramento

tradicional podera ser otimizada com a selecdo dos genotipos a serem cruzados ou
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com a predicdo do fendtipo dos clones gerados nas fases inicias do melhoramento
genético.

Desta forma, os objetivos deste trabalho foram: (i) avaliar a presenca do gene
Brul nos acessos do Painel Brasileiro de Genétipos de Cana-de-aglcar (PBGCA);
(i) avaliar a frequéncia e a evolugcdo do gene Brul entre as variedades mais
plantadas no Brasil; e (iii) verificar a presenca de fontes genéticas alternativas de

resisténcia a ferrugem marrom.

3. Material e métodos

3.1 Material vegetal e delineamento experimental

O Painel Brasileiro de Gendtipos de Cana-de-acucar (PBGCA) compreende
242 acessos oriundos de germoplasma melhorado e também ancestral, que foram
representados por espécies constituintes do complexo Saccharum spp. (Tabela 1).
Constituiu 0 germoplasma melhorado estrangeiro um total de 36 acessos oriundos
de 11 paises e 129 acessos foram representantes do germoplasma melhorado
brasileiro.

Estes genotipos foram escolhidos com base nos seguintes critérios: i)
variedades importantes nos seus paises de origem; ii) principais genitores para 0s
programas de melhoramento genético brasileiros; e iii) genitores utilizados em
programas de mapeamento.

Setenta e sete acessos constituiram o germoplasma ancestral e foram
representados por: 41 S. officinarum, seis Erianthus spp., cinco S. sinense, cinco S.
barberi, cinco S. spontaneum, nove S. robustum, um S. edule e 5 hibridos. Os
hidridos foram obtidos a partir dos seguintes cruzamentos: NG57-50 (S. officinarum
X S. spontaneum), F76 -1762 (Miscanthus x Erianthus spp.), US85-1008 (S.
spontaneum x US60-31-3) 1J76-314 (S. robustum x S. officinarum) e Badila (S.
officinarum x NG9615) (Tabela 1).

Os acessos do PBGCA foram plantados no Centro de Ciéncias Agrarias
(CCA) da Universidade Federal de S&ao Carlos (UFSCar) (22°21'25" S; 47°23'03" W;
611 m de altitude), numa éarea experimental com solo latossolo vermelho
eutroférrico. O delineamento experimental utilizado foi de blocos casualizados com
quatro repeticdes, sendo que cada parcela experimental foi composta por duas
linhas de 3,0 m com espagamento de 1,40 m. Em cada linha foram plantadas seis

mudas de cana-de-acucar.
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O plantio foi realizado utilizando mudas pré-brotadas (MPB) oriundas de
gemas do Banco de Germoplasma do Programa de Melhoramento Genético da
Cana-de-acucar da RIDESA (Rede Interuniversitaria para o Desenvolvimento do
Setor Sucroenergético) em Murici-AL. As gemas foram tratadas com fungicida,
colocadas em copos plasticos com substrato apropriado e mantidas em casa de
vegetacao por 6 meses, e em seguida transferidas ao campo em fevereiro de 2013.

3.2 Avaliacao da incidéncia de ferrugem marrom

A reacdo para ferrugem marrom foi avaliada no campo sob inoculacdo
natural. As avaliacdes da incidéncia de ferrugem marrom foram realizadas nos 242
acessos do PBGCA em fevereiro de 2014 e 2015. Este periodo € considerado a
época epidemiolégica mais favoravel para ocorréncia da ferrugem marrom,
considerando condi¢Bes de temperatura (17°C a 25°C) e umidade, além da idade
das plantas que favorece a incidéncia do patégeno (BARRERA al.,, 2013). A
incidéncia da ferrugem marrom foi verificada em folhas 3+ de cada parcela
atribuindo-se notas de 1 (resistente) a 9 (suscetivel) considerando uma escala
diagramatica de acordo com TAl et al., (1981) e Amorim et al., (1987). Esta escala é
baseada em avaliacdo visual dos sintomas da doenca (Figura 1). A nota 1 indicou
auséncia de pustulas esporuladas (ureddsporos) e plantas resistentes. A nota 2
indicou raras pustulas esporuladas. Da nota 2 a 9, a densidade de pustulas

esporuladas aumenta gradativamente indicando plantas suscetiveis.

U‘ 0,5 \0 S 1\0

lU" “"i a <nﬂ. <m
Figura 1- Escala de notas para a severidade de ferrugem marrom em cana-de-
acucar baseado nos trabalhos de Tai et al. (1981) e Amorim et al. (1987).
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Tabela 1 — Painel Brasileiro de Genotipos de Cana-de-Acucar (PBGCA): 242 acessos avaliados a campo para resposta de resisténcia (R) ou
suscetibilidade (S) a doenca de ferrugem marrom e haplotipos para o gene Brul considerando a presenca ou auséncia dos marcadores moleculares
R12H16 e 9020-F4-Rsal.

Acessos Genotipost Pais Fenotipo Haplétipo | Acessos Genotipos! Pais Fenotipo Haplétipo
28NG289 S. robustum NA R 4 CERAM RED S. officinarum NA R 1
57NG12 S. robustum NA R 4 CHIN S. barberi india® R 1
75//09 ERIANTHUS Erianthus spp. NA R 4 CHINA S. sinense NA R 1
AGAUL S. sinense Africado SulP R 1 CHUNNEE S. barberi indiaP R 1
AGOULE S. barberi x ? NA R 1 CIMCA77-316 BP Bolivia® S 2
AJAX S. officinarum NA R 1 CIMCA77-318 BP Bolivia® S 2
AKBAR BP NA S 4 C0290 BP india® S 4
AR CHI S. sinense Taiwan® R 1 Co331 BP india® S 2
ARUNDOID B BP USAP S 4 Co419 BP india® R 1
BADILA S. officinarum x NG9615 Nova Guiné2 R 2 Co449 BP india® S 4
BLACK BORNEO S. officinarum indonesia® R 1 Co740 BP india® R 1
CAIANA FITA S. officinarum NA S 4 Co0997 BP india® R 1
CAIANA LISTRADA S. officinarum NA R 1 CP51-22 BP USA® S 2
CAIANA RISCADA S. officinarum NA S 4 CP52-68 BP USA® R 1
CAIANA VERDADEIRA S. officinarum NA S 2 CP53-76 BP USA® R 1
CANA ALHO S.officinarum NA S 4 CP70-1547 BP USA® R 1
CANA BLANCA S. officinarum NA R 1 CR72/106 BP R. Dominicana® S 2
CANA MANTEIGA S. officinarum NA S 4 CRIOLLA MORADA S. officinarum NA S 4
CB36-14 BP Brasil® S 4 CRIOLLA RAYADA S. officinarum NA R 4
CB36-24 BP Brasil® S 2 CRISTALINA S. officinarum NA R 4
CB36-25 BP Brasil® S 4 D11/35 S. officinarum USA® S 4
CB36-68 BP Brasil® R 1 D152 BP NA R 1
CB40-13 BP Brasil® S 2 D625 BP NA S 4
CB40-77 BP Brasil® S 4 F150 BP Taiwan® R 1
CB41-76 BP Brasil® S 4 F31-962 BP Taiwan? R 1
CB45-155 BP Brasil® S 4 F36-819 BP Taiwan? R 1
CB45-3 BP Brasil® S 4 F76-1762 Miscanthus x Erianthus spp.  NA S 4
CB46-47 BP Brasil® R 3 FORMOSA S. officinarum Taiwan® S 2
CB47-355 BP Brasil® S 2 GANDA CHENI S. barberi india® R 1
CB49-260 BP Brasil® R 1 H. KAWANDANG Erianthus spp. x ? Indonésia R 4
CB53-98 BP Brasil® R 1 H53-3989 BP Estados Unidos® S 4
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Acessos Genotipost Pais Fenotipo Haplétipo | Acessos Genotipos! Pais Fenotipo Haplétipo
H59-1966 BP EstadosUnidos R 1 IN84-117 S. robustum Indonesia® S 3
HJ5741 BP Jamaica® R 1 IN84-46 S. officinarum Indonésia® S 4
IAC48-65 BP Brasil® S 4 IN84-58 S. spontaneum Indonésia® R 2
IAC49-131 BP Brasil® S 4 IN84-73 Erianthus spp. NA R 4
IAC50-134 BP Brasil? R 1 IN84-77 Erianthus spp. NA R 4
IAC51-205 BP Brasil® S 2 IN84-82 S. spontaneum Indonésia® R 2
IAC52-150 BP Brasil® S 4 IN84-83 Erianthus spp. NA R 4
IAC58-480 BP Brasil® S 4 IN84-88 S. spontaneum Indonésia® R 4
IAC64-257 BP Brasil® R 1 1IS76-155 S. officinarum NA R 2
IAC68-12 BP Brasil® R 1 KRAKATAU S. spontaneum NA R 1
IAC82-2045 BP Brasil® R 3 L60-14 BP Estados Unidos® S 4
IAC82-3092 BP Brasil® S 4 LAUKONA S. officinarum x ? Estados Unidos® R 1
IAC83-4157 BP Brasil® S 2 LOUSER S. officinarum x ? NA S 4
IAC86-2210 BP Brasil® R 1 MALI BP NA S 3
IAC87-3396 BP Brasil® S 2 MANA Il BP NA S 4
1J76-293 S. robustum Indonésia® S 3 MANERIA S. sinense indiab R 1
1J76-313 S. officinarum Indonésia® S 4 MUNTOK JAVA S. officinarum Indonésia® R 2
1J76-314 S. robustum x S. officinarum  Indonésia® S 4 MZ-151 S. officinarum NA S 2
1J76-317 S. officinarum Indonésia® S 4 NA56-79 BP Argentina? S 4
1J76-318 S. robustum x ? Indonésia® R 2 NCo 310 BP Africa do sul® R 1
1J76-325 S. officinarum Indonésia® R 2 NG21-17 S. officinarum Nova Guing® S 4
1J76-326 S. officinarum x ? Indonésia® R 4 NG21-21 S. officinarum Nova Guiné® S 4
1J76-360 S. edule Indonésia® R 4 NG57-221 S. officinarum Nova Guing® R 1
1J76-418 RED S. officinarum Indonésia® R 2 NG57-50 S.officinarum x S.spontaneum Nova Guiné® S 4
IM76-227 Erianthus spp. Indonésia® R 4 NG77-18 S. officinarum Nova Guiné® S 4
IM76-228 S. robustum Indonésia® R 1 POJ161 BP Java‘® S 4
IM76-229 S. robustum Indonésia® S 3 P0J2878 BP Java‘ R 1
IN84-103 S. officinarum Indonésia® S 2 Q117 BP Australia® S 4
IN84-104 S. robustum x ? Indonésia® S 3 Q165 BP Australia® S 4
IN84-105 S. officinarum Indonésia® R 1 Q70 BP Australia® S 4
IN84-106 S. officinarum Indonésia® R 1 R570 BP Ilhas Reuniao® R 1




53
Tabela 1 - Continuacéo.

Acessos Genotipost Pais Fenotipo Haplétipo | Acessos Genotipos! Pais Fenotipo Haplétipo
RB002601 BP Brasil® R 1 RB835205 BP Brasil® R 1
RB002700 BP Brasil® R 1 RB835486 BP Brasil® S 4
RB002754 BP Brasil® R 1 RB835687 BP Brasil® S 4
RB721012 BP Brasil® S 4 RB845197 BP Brasil® R 1
RB72199 BP Brasil® R 3 RB845210 BP Brasil® R 1
RB72454 BP Brasil® R 1 RB845239 BP Brasil® S 2
RB725053 BP Brasil® S 4 RB845257 BP Brasil® R 1
RB725828 BP Brasil® S 2 RB845286 BP Brasil® S 4
RB732577 BP Brasil® S 4 RB855002 BP Brasil® R 1
RB735200 BP Brasil® R 1 RB855035 BP Brasil® S 4
RB735220 BP Brasil® S 2 RB855036 BP Brasil® R 1
RB735275 BP Brasil® S 4 RB855063 BP Brasil® R 2
RB736018 BP Brasil® S 4 RB855070 BP Brasil® S 4
RB739735 BP Brasil® R 1 RB855077 BP Brasil® S 4
RB75126 BP Brasil® R 1 RB855113 BP Brasil® R 1
RB765418 BP Brasil® R 1 RB855156 BP Brasil® R 1
RB785148 BP Brasil® R 1 RB855196 BP Brasil® R 1
RB785750 BP Brasil® R 2 RB855206 BP Brasil® R 1
RB806043 BP Brasil® S 2 RB855350 BP Brasil® R 1
RB815521 BP Brasil® S 4 RB855357 BP Brasil® R 1
RB815627 BP Brasil® S 2 RB855453 BP Brasil® R 1
RB815690 BP Brasil® S 4 RB855463 BP Brasil® S 4
RB825317 BP Brasil® S 4 RB855465 BP Brasil® R 2
RB825336 BP Brasil® S 2 RB855511 BP Brasil® R 1
RB825548 BP Brasil® R 1 RB855533 BP Brasil® R 1
RB83100 BP Brasil® S 4 RB855536 BP Brasil® R 1
RB83102 BP Brasil® S 4 RB855546 BP Brasil® R 1
RB83160 BP Brasil® S 4 RB855563 BP Brasil® S 2
RB835019 BP Brasil® R 1 RB855574 BP Brasil® S 4
RB835054 BP Brasil® R 1 RB855589 BP Brasil® S 2
RB835089 BP Brasil® R 3 RB855595 BP Brasil® R 2
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Tabela 1 - Continuagao.

Acessos Genotipos? Pais Fenotipo Haplétipo | Acessos Genotipos? Pais Fendtipo Haplétipo
RB855598 BP Brasil® S 4 SP77-5181 BP Brasil® R 1
RB865214 BP Brasil® S 4 SP79-1011 BP Brasil® S 2
RB867515 BP Brasil® R 1 SP79-2233 BP Brasil® R 1
RB925211 BP Brasil® R 1 SP79-2312 BP Brasil® R 1
RB925268 BP Brasil® R 1 SP79-2313 BP Brasil® S 2
RB925345 BP Brasil® S 4 SP79-6192 BP Brasil® S 2
RB92579 BP Brasil® R 1 SP80-1520 BP Brasil® S 4
RB935744 BP Brasil® R 1 SP80-1816 BP Brasil® R 1
RB965902 BP Brasil® R 1 SP80-1836 BP Brasil® S 2
RB965917 BP Brasil® R 1 SP80-1842 BP Brasil® S 2
RB966928 BP Brasil® R 1 SP80-185 BP Brasil® S 4
RB975148 BP Brasil® R 1 SP80-3280 BP Brasil® R 1
SABURA S. officinarum NA R 1 SP81-1763 BP Brasil® R 1
SAC.OFFIC.8272 S. officinarum Malasia® S 2 SP81-3250 BP Brasil® R 1
SAC.OFFIC.8276 S. officinarum MalasiaP S 4 SP83-2847 BP Brasil® R 1
SAC.OFFIC.8280 S. officinarum Malasia® R 3 SP83-5073 BP Brasil® R 2
SAC.OFFIC.8284 S. officinarum MalasiaP R 1 SP86-155 BP Brasil® R 1
SES 205 A S. spontaneum India® R 4 SP89-1115 BP Brasil® R 1
SP70-1005 BP Brasil® S 4 SP91-1049 BP Brasil® R 1
SP70-1078 BP Brasil® S 2 TUC71-7 BP Argentina® S 4
SP70-1143 BP Brasil® S 2 UBA DEMERARA S. sinense NA R 4
SP70-1284 BP Brasil® S 4 US57-141-5 S. robustum NA R 3
SP70-1423 BP Brasil® S 2 US60-31-3 BP USAP S 4
SP70-3370 BP Brasil® S 4 US85-1008 S. spontaneum x US60-31-3  NA R 1
SP71-1406 BP Brasil® S 4 WHITE MAURITIUS S. officinarum indiaP R 4
SP71-6949 BP Brasil® S 2 WHITE PARARIA S. barberi indiab R 2
SP71-799 BP Brasil® S 4 WHITE TRANSPARENT S. officinarum indiaP R 1
SP72-4928 BP Brasil® S 2 ZWART MANILA S. officinarum Indonésia® S 4

lInformacédo consultada em: a) Banco de Germoplasma da RIDESA (http://pmgca.dbv.cca.ufscar.br/); b) Miami World Collection (https://npgsweb.ars-
grin.gov/gringlobal/search.aspx); e c) Sugarcane Variety Notes (MACHADO, 2000). BP: Material de Programa de Melhoramento. NA: Informagdo néo
disponivel.
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Cada parcela foi avaliada por 2 pessoas independentemente. A nota de
severidade de cada parcela foi dada através da avaliac@o individual de 5 touceiras
tomadas ao acaso dentro da parcela.

As médias de temperatura e pluviosidade foram respectivamente 21,9°C e
1396,3mm para o ano de 2013 e 23,0°C e 1035,0 mm para o ano de 2014, sendo as
médias de temperatura para os meses de fevereiro de 2014 e 2015 (meses de
avaliacdo da doenca) de 26,1°C e 24,6°C, respectivamente (ARARAS, 2016).

3.3 Andlise molecular para presenca de Brul

Aproximadamente 3,0g de tecidos dos primdrdios foliares de cada acesso do
PBGCA foram coletados e o DNA gendmico foi extraido seguindo o método CTAB
descrito por Al-Janabi et al., (1999). As reacdes de amplificacdo dos marcadores
R12H16 e 9020-F4-Rsal foram realizadas seguindo o protocolo: 20 pL de volume
final contendo 50 ng de DNA, 0,4 M de cada primer, 0,4 mM de cada dNTP, 2,5 mM
MgClz, 0,5 unidades de Tag DNA Polymerase (Invitrogen) com 1 X PCR buffer.

As amplificacbes foram realizadas no termociclador Mastercycler gradient
(Eppendorf) de acordo com seguintes ciclos: 4 min de desnaturacéo inicial a 94°C
seguido por 35 ciclos de 94°C por 30 s, 55.5°C por 45 s, 72°C por 72 s e extensao
final por 8 min a 72°C. O marcador R12H16 foi amplificado com o par de primers:
Forward (Fw): CTACGATGAAACTACACCCTTGTC Reverse (Rv):
CTTATGTTAGCGTGACCTA, que corresponde a um fragmento especifico de
aproximadamente 570 pb. Para observar o resultado diagnéstico utilizando o par de
primers 9020-F4 (Fw: TACATAATTTTAGTGGCACTCAGC/
RV:ACCATAATTCAATTCTGCAGGTAC) foi necessario a digestdo do produto de
amplificagcdo com enzima de restricdo Rsal. Volume de 15 pL do produto de PCR
9020-F4 foi digerido para visualizar a presenca de uma banda especifica de
aproximadamente 270 pb associada ao gene Brul. Os produtos de PCR do
marcador R12H16 e os fragmentos digeridos do marcador 9020-F4-Rsal foram
visualizados apods eletroforese em gel de agarose 1,5% e 3,0%, respectivamente,
com coloracéo via brometo de etidio. Foi utilizado o acesso R570 como controle
positivo, porque o gene Brul foi originalmente encontrado nesse genoétipo. Acessos
gue apresentaram os fragmentos dos dois marcadores foram classificados como
haplétipo 1, enquanto que 0s acessos que nao apresentaram qualguer um dos dois

fragmentos foram classificados como haplotipo 4. Acessos que continham somente
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o fragmento amplificado pelo marcador R12H16 foram classificados como haplétipo
2, e acessos que apresentaram apenas o fragmento amplificado pelo marcador

9020-F4-Rsal foram classificados como haplétipo 3.

3.4 Frequéncia do gene Brul nas variedades do Brasil

A frequéncia do gene Brul, avaliada através da presenca do haplotipo 1, foi
calculada considerando as 10 variedades mais plantadas na regido Centro-Sul do
Brasil (Sado Paulo e Mato Grosso do Sul) durante 5 décadas no periodo 1974-2015
(DAL-BIANCO et al.,, 2011; PMGCA/UFSCar, 2016). Essa regido produtora
representa cerca de 60% da &rea de cultivo de cana-de-acucar no pais (CONAB,
2016).

3.5 Genealogia da variedade moderna de cana-de-agicar RB966928

Para inferir as possiveis origens da transmissdo genética do gene Brul de
resisténcia a ferrugem marrom foi construida a genealogia da variedade moderna de
cana-de-acucar RB966928, esta que ndo apresenta em sua genealogia a variedade
R570, acesso onde originalmente foi se descoberto o gene Brul. Os dados de
parentesco dos genoétipos que compdem a genealogia da RB966928 foram obtidos
pelo PMGCA/UFSCar e para construcdo da arvore genealdgica foi utilizado o
software Pedigraph™ (GARBE, DA, 2008). Os ancestrais da variedade RB966928
foram avaliados para resposta a incidéncia da ferrugem marrom a campo e também
para a regido Brul. Seis acessos (CP33-224, CP48-126, CP36-105, US1694,
POJ213 e Kassoer) tiveram informagOes a cerca da presenca ou auséncia dos
marcadores, como também da resposta a campo a ferrugem marrom, extraidos da
literatura (COSTET et al., 2012; GLYNN et al., 2013; RACEDO et al., 2013; PARCO
et al., 2014).

4. Resultados e Discusséo

4.1. Resposta a ferrugem marrom a campo

Os resultados da avaliagcéao fenotipica de reacéao a ferrugem marrom dos 242
acessos que compdem o PBGCA foram sumarizados na Tabela 1. Nas avaliacdes
dos dois anos agricolas foram observados acessos com notas que variaram de nota
1 (nenhum sintoma) a nota 6 (com 25% de area foliar atacada) (Figura 2). Um total

de 131 acessos (54,13%) apresentou nota 1, portanto resistentes, nos dois anos



57

agricolas e 111 acessos (45,87%) apresentaram nota entre 2 e 9, sendo
considerados como suscetiveis.

Dos 77 acessos do germoplasma ancestral, 49 (63,64%) ndo apresentaram
sintomas da doenca na area foliar, sendo, portanto classificados como resistentes.

Do total

Figura 2 - Trés diferentes niveis de severidade de Puccinia melanocephala, fungo
causador da ferrugem marrom, em folhas de cana-de-acucar. Na avaliacdo
fenotipica foi utilizado escala diagramatica com notas para severidade da doenca
(TAIl et al., 1981; AMORIM et al., 1987). Fig. (a) - folha sem o sintoma da doenca;
Fig. (b) - folha com nota 4 na escala diagramética; Fig. (c) - folha com nota 6 na
escala diagramatica.
de representantes de cada espécie, foram resistentes, 51,22% (21) de S.
officinarum, 55,56% (5) de S. robustum e 100% dos acessos representantes de S.
spontaneum, Erianthus, S. sinense, S. barberi, como também os hibridos US85-1008
e Badila. Em contrapartida, os hibridos NG57-50, F76 -1762 e 1J76-314, e mais 0
acesso S. edule foram classificados como suscetiveis com notas maiores que 2.

Do total de 36 acessos do germoplasma melhorado estrangeiro, 41,66% (15)
foram resistentes a campo bem como os representantes da Indonésia (P0OJ2878) e
llhas de Reunido (R570), sendo a maior representatividade, em numero (5), de
acessos resistentes oriundas dos EUA. Nos acessos oriundos dos programas de
melhoramento brasileiros 44 (59,5%) das variedades RB, 12 (41,37%) das SP, 5

(38,46%) das IAC e 4 (30,76%) das CB foram resistentes (Tabela 2).

4.2. Genotipagem da regido do gene Brul

Todos os acessos foram classificados quanto a presenca ou auséncia dos
marcadores moleculares R12H16 e 9020-F4-Rsal (Figura 3), variando de 94
(38,84%) que apresentaram o haplétipo 1 a 89 (36,77%) que apresentaram 0
haplétipo 4, sendo que 48 acessos apresentaram o haplotipo 2 e 11 acessos
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apresentaram o haplétipo 3 (Tabela 3). A frequéncia do haplétipo 1 foi maior, em
porcentagem, no germoplasma melhorado, com 43,03% (71) dos 165 acessos
avaliados, enquanto 29,87% (23) dos 77 acessos do germoplasma ancestral
apresentaram o haplotipo 1.

Para o germoplasma melhorado brasileiro, 0s acessos que apresentaram uma
maior proporcdo da presenca do gene Brul foram as representantes do programa
“‘RB”. Enquanto que no germoplasma ancestral essa maior proporcao foi observada

entre todos os representantes das espécies S. sinense e S. barberi.

570 pb

- e

Figura 3 - Padrdo de amplificacdo dos dois marcadores moleculares de diagnéstico
para presenca do gene Brul em um subconjunto de acessos de cana-de-acucar.
Fig. 3a - R12H16; Fig. 3b - 9020-F4-Rsal.

O haplétipo 2 teve uma frequéncia de aproximadamente 4,5 vezes maior em
relacdo ao haplétipo 3, sendo que o primeiro representou 19,83% e o segundo
4,55% do total de acessos. Ndo houve uma grande variagao entre os germoplasmas
ancestral e melhorado na frequéncia destes dois haplétipos.

Em contrapartida, o haploétipo 4 teve uma maior frequéncia no germoplasma
ancestral, principalmente entre as S. officinarum, apresentando 19 acessos sem a
presenca dos dois marcadores moleculares. Tal auséncia também ocorreu entre
todos os representantes de Erianthus ssp. e nos hibridos NG57-50, F76-1762 e
1J76-314.

No germoplasma melhorado estrangeiro os acessos dos paises Argentina e
Australia ndo possuiram resposta positiva a presenca do gene Brul. Dentro do
germoplasma melhorado brasileiro, os que apresentram maior propor¢do de
haplétipo 4, com quase metade dos acessos, foram os representantes CB.
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Tabela 2 - Frequéncia do gene Brul, de dois anos agricolas avalidos, nos acessos de programas de melhoramento genéticos
brasileiros e estrangeiros, e também de espécies ancestrais.

Programas de melhoramento Brasileiro Melhoramento  Espécies

RB Sp IAC CB Estrangeiros® Ancestrais? Total
Numero de acessos 74 29 13 13 36 77 242
Acessos Resistentes (%)3 44 (59,45) 12 (41,37) 5(38,46) 4 (30,76) 15 (41,66) 50 (64,93) 130 (53,71)

Acessos resistentes com haplétipo 1 (%) 38 (86,36) 11 (91,66) 4 (80,00) 3 (75,00) 15(100,00) 23(46,00) 94 (72,30)

1S&o0 considerados melhoramento estrangeiros: CIMCA, Co, CP, CR, D, F, H, HJ, L, M, NA, NCo, POJ, Q, R, TUC, US, e os
acesso AKBAR e ARUNDOID B.

2Saccharum officinarum, S. spontaneum, S. sinense, S. robustum, S. barberi, S. edule, Erianthus e os hibridos NG57-50(S.
officinarum x S. spontaneum), F76-1762(Mischanthus x Erianthus), 1J76-314(S. robustum x S. officinarum), US85-1008 (S.
spontaneum x US60-31-3) e Badila (S. officinarum x NG9615).

3 Acessos que ndo tiveram sintomas da doenca e nota 1 nos dois anos agricolas avaliados, cana-planta (2014) e cana-soca (2015)
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4.3. Associacédo entre reacdo a ferrugem marrom e presenca de Brul

A presenca conjunta dos dois marcadores moleculares (R12H16 e 9020-F4-
Rsal), representado pelo haplotipo 1, e consequentemente do gene Brul foram
conferidas em 94 (72,30%) dos 130 acessos classificados como resistentes (Tabelas
1 e 3). No germoplasma melhorado brasileiro foi possivel observar que 86,36%,
91,66%, 80% e 75,00% dos acessos pertencentes aos programas RB, SP, IAC e
CB, respectivamente, foram resistentes a ferrugem marrom e possuiram o gene
Brul. Os acessos oriundos de programas de melhoramento genético estrangeiros
apresentaram 100% de associacdo entre fendtipo resistente e presenca do gene
Brul (Tabelas 1 e 2).

Em contraste, o germoplasma ancestral apresentou apenas 46,00% de
associacao entre fenoétipo resistente e presenca do gene Brul (Tabela 2). Do total de
41 acessos representantes de S. officinarum, 21 foram resistentes sendo 12 com
haplétipo 1 (57,14%). Em adicdo, todos os cinco acessos de S. spontaneum foram
resistentes a doenca e apenas o acesso KRAKATAU apresentou o gene Brul. Um
total de 16 acessos do germoplasma ancestral resistentes a ferrugem marrom foi
classificado com o haplotipo 4, sendo 6 representantes Erianthus ssp., 2 S.
spontaneum, 4 S. officinarum, 2 S. robustum, um de S. edule e um S. sinense
(Tabela 3).

Nenhum acesso do PBGCA classificado como suscetivel a ferrugem marrom
apresentou o haplotipo 1. Além disso, do total de 27 acessos do germoplasma
ancestral suscetiveis a doenca (Tabela 3), 20 foram representantes de S.
officinarum, sendo que 15 destes apresentaram o haplétipo 4, ou seja, ndo possuem

0s marcadores associados ao gene Brul (Tabela 1).

4.4 Frequéncia do gene Brul nas variedades mais plantadas no Brasil

A evolucao da frequéncia de Brul entre as dez variedades mais plantadas no
Brasil e consequentemente a incorporagdo deste gene pelos programas brasileiros
de melhoramento genético pode ser visualizada desde antes da chegada da doenca
no pais, em 1986 (Figura 4).

Em 1974, a variedade CB41-76, suscetivel a ferrugem marrom e com 0
haplotipo 4, ocupava aproximadamente 40% da area plantada de cana-de-aglcar no
pais. Neste mesmo ano, apenas duas variedades foram resistentes entre as 10 mais

plantadas, CB49-260 e Co419, ambas resistentes a doenca e com haplotipo 1,
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Tabela 3 — Distribuicdo de acessos resistentes e suscetiveis a ferrugem marrom no Painel Brasileiro de Genoétipos de Cana-de-
acucar em relacédo a presenca do gene Brul considerando os marcadores moleculares R12H16 e 9020-F4-Rsal e separando os
genaotipos em variedades de programas brasileiros, de melhoramento estrangeiro e espécies ancestrais

Acessos Resistentes? Acessos Suscetiveis

Haplétipos 1 2 3 4 1 2 3 4
Variedades de programas Brasileiros

RB 38 4 2 0 0 8 0 22
SP 11 1 0 0 0 10 0 7
IAC 4 0 1 0 0 3 0 5
CB 3 0 1 0 0 3 0 6
Genotipos de melhoramento estrangeiro * 15 0 0 0 0 5 1 15
Espécie Ancestral? 23 9 2 16 0 5 4 18
Total 94 14 6 16 0 34 5 73

1S&0 considerados melhoramento estrangeiros: CIMCA, Co, CP, CR, D, F, H, HJ, L, M, NA, NCo, PQOJ, Q, R, TUC, US, e os
acesso AKBAR e ARUNDOID B.

2Saccharum officinarum, S. spontaneum, S. sinense, S. robustum, S. barberi, S. edule, Erianthus e os hibridos NG57-50(S.
officinarum x S. spontaneum), F76-1762(Mischanthus x Erianthus), 1J76-314(S. robustum x S. officinarum), US85-1008 (S.
spontaneum x US60-31-3) e Badila (S. officinarum x NG9615).

3 Acessos que ndo tiveram sintomas da doenca e nota 1 nos dois anos agricolas avaliados, cana-planta (2014) e cana-soca
(2015).
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ocupando aproximadamente 12% da &rea comercial. Em 1980, a variedade NA56-
79, também suscetivel a ferrugem marrom com haplétipo 4, juntamente com a
CB41-76 ocupou quase 60% da area com cana-de-acucar.

Em 1988, a variedade SP70-1143, com suscetibilidade intermediaria a
ferrugem marrom e haplétipo 2, ocupou o primeiro lugar no ranking das variedades
mais plantadas com 28,60% de area plantada, bem préximo da NA56-79 com
25,70%, seguidos da SP71-1406 com 16,00%, todas suscetiveis a ferrugem marrom
(Figura 4).

No ano de 1995, a variedade RB72454, resistente a ferrugem marrom e
haplétipo 1, ocupou o primeiro lugar no ranking. Em 1997, a variedade RB72454
continuava em primeiro e ocupou cerca de 23% da area de cana no pais, e
juntamente com as variedades RB785148, RB765418, RB806043, aumentaram a
area com plantas resistentes ao patégeno e com o haplétipo 1 para mais de 38%.
Nove anos depois, em 2006, oito das 10 variedades mais plantadas eram resistentes
a ferrugem marrom e ocupavam mais de 58% da area comercial.

No ano de 2010, as variedades resistentes ocupavam cerca de 70% da area
comercial com cana-de-acucar, sendo que a variedade que possuiu o haplétipo 1,
RB867515, primeira no ranking, foi responséavel por cerca de 21% da area, seguida
pelas variedades SP81-3250 e RB855453, ambas resistentes e com o haplétipo 1.
Em 2011, nove das 10 variedades mais plantadas no Brasil foram resistentes e
ocupavam mais de 61% da area comercial, sendo as trés primeiras variedades no
ranking RB867515, SP81-3250 e RB92579.

No periodo de 2012 a 2015, aconteceu um ligeiro aumento no plantio de
variedades suscetiveis a ferrugem marrom (Figura 4), porém mais de 70% da area
foi ocupada pelas variedades, RB867515, SP81-3250, RB966928, RB92579,
RB855156 e RB855453, todas classificadas com o haplétipo 1 e resistentes a

doenca.

4.5 Genealogia da variedade moderna de cana-de-agucar RB966928

A genealogia da variedade RB966928 foi mostrada na Figura 5 e apresenta
67 ascendentes, representados por genaotipos ancestrais e melhorados. Um total de
30 gendtipos foram caracterizados para a presenca ou auséncia dos marcadores
moleculares R12H16 e 9020-F4-Rsal.
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Figura 4 - Proporcdo de resisténcia e suscetibilidade a ferrugem marrom com base nas 10 variedades de cana-de-acUcar mais
plantadas ao longo de 5 décadas, de acordo com dados do programa de melhoramento genético de Cana-de-acucar da
Universidade Federal de S&o Carlos, integrante da rede interuniversitaria do setor sucroenergetico (RIDESA)
(http://pmgca.dbv.cca.ufscar.br/). Linha negra indica o progresso de variedades resistentes e linha cinza indica o declinio de
variedades suscetiveis.
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Os resultados obtidos mostraram que o haplétipo 1 foi encontrado em
acessos ancestrais, como WHITE TRANSPARENT (S. officinarum) e Kassoer
(hibrido do cruzamento entre Black Cheribon e de Glagah, S. officinarum e S.
spontaneum, respectivamente) (Figura 5), como também em variedades melhoradas
que foram frequentemente utilizadas em cruzamentos nos programas de
melhoramentos do Brasil, como a POJ2878.

A partir da andlise visual dos cruzamentos apresentados na genealogia, foi
possivel observar que os hibridos gerados a partir das variedades que apresentaram
o haplotipo 1 herdaram, em quase 50% dos casos, além da caracteristica fenotipica
de resisténcia a doenca, também o gene Brul.Como exemplo, tem-se o cruzamento
entre o genoétipo suscetivel (haplétipo 4) RB815690 e o gendtipo resistente
(haplotipo 1) RB855156 que deram origem a variedade RB966928, que apresentam
resisténcia a ferrugem marrom e presenca dos dois marcadores moleculares para o
gene Brul.

Além disso, através da genealogia da variedade RB966928 foi possivel
observar também que a variedade P0OJ213 (hibrido do cruzamento entre CHUNNEE
e Black Cheribon, S. barberi e S. officinarum, respectivamente) apesar de ser
resistente a ferrugem marrom, apresenta o haplétipo 4, o que sugere uma fonte
secundaria de resisténcia a doenca. Tal resisténcia que pode estar presente em
variedades que possuem a POJ213 como ancestral, bem como pode ser visto na US
1694, também resistente e com o haplétipo 4.

A ferrugem marrom esta associada com a reducéo significativa no rendimento
da cultura da cana-de-aclcar e, como consequéncia, importantes perdas
econbmicas. As novas variedades, antes de lancadas no mercado para 0S
produtores, devem ser submetidas a testes de resisténcia a ferrugem. No entanto,
esse procedimento é trabalhoso, demorado e de alto custo, sendo que os programas
de melhoramento, em geral, realizam a selecdo de clones resistentes aproveitando-
se da infestag&o natural em campo.

Desta forma, é essencial que os programas de melhoramento genético se
aliem aos estudos moleculares na busca das marcas genéticas relacionadas a
resisténcia de plantas visando o desenvolvimento de variedades resistentes por

melhoramento assistido.
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Figura 5 - Genealogia da variedade de cana-de-actucar RB966928. Acessos com cor
cinza tém informacdes de haplétipos de marcadores moleculares de diagnostico
para o gene Brul. Os haplotipos 1, 3 e 4 foram destacados em escala de cinza mais
escuro: quadrado cinza e texto branco sao haplétipo 1; cinza e sem quadrado de
borda sdo haplétipo 3; Cinza mais leve e quadrado de borda pontilhada séo
haplétipo 4. Dados de parentesco foi fornecido pelo Programa de Melhoramento
Genético de Cana-de-acucar da Universidade Federal de S&o Carlos, integrante da
Rede Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor Sucroenergético (RIDESA)
(http://[pmgca.dbv.cca. ufscar.br/). O software Pedigraph™ foi utilizado para a
construgdo da arvore genealdgica. R: acessos resistentes a ferrugem marrom; S:
acessos suscetiveis a ferrugem marrom; * As informacdes coletadas de referéncias:
Costet et al. (2012), Glynn et al. (2013), Racedo et al. (2013), Parco et al. (2014).
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No germoplasma ancestral, os acessos representantes de S. officinarum
foram os que apresentaram a maior porcentagem de suscetibilidade, diferentemente
de outras espécies como S. spontaneum, Erianthus spp., S. sinense e S. barberi que
apresentaram resposta de resisténcia ao fungo, causador da ferrugem marrom.

Estes resultados demostram o0 que estda descrito na literatura, onde na
formacdo das variedades modernas, S. officinarum contribuiram com a genes
relacionados a producéo maior de agulcar e as outras espécies, em destaque para S.
spontaneum colaboraram com genes de resisténcia a doengcas (CHEAVEGATTI-
GIANOTTO et al., 2011; MATSUOKA et al., 2014; TEW , COBIL, 2008)

A alta frequéncia do haploétipo 1 em gendtipos resistentes nos programas de
melhoramento brasileiros indicam uma selecdo a favor para o gene Brul. Nos
programas de melhoramento da Louisiana (Estados Unidos) e Obispo Colombres
(Argentina) (GLYNN et al., 2013; PARCO et al., 2014; RACEDO et al., 2013) este
resultado ndo é observado, ja que as taxas de frequéncia de Brul séo baixas (6% e
7%, respectivamente) sugerindo a predominancia de fonte alternativa de resisténcia
a ferrugem marrom, ou a ocorréncia de racas de Puccinia melanocephala que nao
sao controladas pelo gene Brul.

Além disso, os programas de melhoramento brasileiros, tém uma maior
exigéncia em relacdo a classificacdo de resisténcia a doenca. Apenas sao
selecionados aqueles que apresentarem nota 1, ou seja, nenhum sintoma de
ferrugem marrom, diferentemente dos programas anteriormente citados, nos quais
até nota 2 (0,5% de area afetada) consideram a planta resistente. Ao observar os
cruzamentos das ultimas 3 décadas dos programas de melhoramentos do Brasil (de
1985 a 2010) presentes no PBGCA (Tabela 3), nota-se uma eficiente selecdo as
variedades resistentes a ferrugem marrom.

A forte associacao observada entre os gendtipos resistentes do PBGCA e os
marcadores para Brul sugere que este gene é a principal fonte de resisténcia para
ferrugem marrom inserida na base genética dos programas brasileiros de
melhoramento genético da cana-de-aclcar. Costet et al. (2012), mostraram que
dentre 380 gendtipos oriundos de diversos paises, 194 foram fenotipicamente
classificados como resistentes os quais 85,56% apresentaram o hapl6tipo 1. Glynn
et al. (2013) mostraram que Brul esta presente em 27% das variedades utilizadas

para cruzamentos e em 87% dos clones do segundo estadio de selecdo do
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Programa de Melhoramento Genético de Canal Point na Florida, Estados Unidos,
sendo a principal fonte de resisténcia a ferrugem marrom.

No germoplasma ancestral, apesar de Brul ser observado em quase 50% dos
acessos resistentes, notou-se que uma segunda fonte de resisténcia pode estar
presente para a ferrugem marrom. Isso foi verificado pela atribuicdo da nota 1 na
classificacdo da doenca e da presenca do haplétipo 4 em duas representantes S.
spontaneum (SES 205A e IN84-88) e os 6 acessos de Erianthus spp.

As distor¢cdes de segregacao conjunta dos marcadores associados a Brul,
representados pelos haplotipos 2 e 3, podem evidenciar eventos raros de
recombinacdo ou, ainda, outra fonte de resisténcia a ferrugem marrom,
principalmente nos casos de genotipos resistentes que ndo apresentam nenhum dos
dois marcadores e, consequentemente, o gene Brul, representado pelo haplétipo 4
(Tabela 3). Costet et al. (2012), Glynn et al. (2013) e Racedo et al. (2013) mostraram
gue a auséncia de Brul em genatipos resistentes pode ajudar a diversificar a base
genética dos bancos de germoplasma para o carater avaliado.

Esta possivel nova fonte de resisténcia, apesar de estar contribuindo pouco
para a resisténcia a ferrugem marrom, deve ser investigada mais cuidadosamente
pelos melhoristas a fim de minimizar os riscos de um colapso futuro no gene de
resisténcia principal. Este colapso pode ocorrer, principalmente, com a evolugcao da
raca de P. melanocephala e surgimento de novas ragas que nao séo controladas por
Brul. E importante que se realize experimentos controlados para identificar o gene
responsavel pela fonte alternativa de resisténcia, selecionar clones resistentes que
nao possuam o gene Brul e integra-los ao melhoramento para ampliar a base
genética de resisténcia a ferrugem marrom (COSTET et al., 2012; GLYNN et al.,
2013; PARCO et al., 2014; RACEDO et al., 2013).

Ao avaliar a evolucdo da doenca ferrugem marrom e da frequéncia de Brul
ao longo das ultimas 5 décadas, nota-se que, ap0s a constatacdo da chegada da
doenca no Brasil, em 1986, os programas de melhoramento genético iniciaram as
atividades para o desenvolvimento de variedades resistentes com busca por fontes
de resisténcia nos bancos de germoplasma. Naquela época ainda ndo se tinha o
conhecimento do gene que confere resisténcia ao Brul as variedades suscetiveis
gue estavam entre as 10 mais plantadas do Brasil até entdo apresentavam o

haplétipo 4, indicando auséncia do gene.
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Como o desenvolvimento de novas variedades de cana-de-agucar tem sido
um processo longo, ainda no ano de 1988 as 10 variedades mais plantadas
apresentavam suscetibilidade a doenca e as ocupavam quase 80% de toda a area
plantada com cana-de-acUcar no pais (Figura 4). Apos o ano de 1988, iniciou-se
uma queda no plantio de variedades suscetiveis, sendo que no ano de 1995, com o
lancamento de variedades resistentes e haplotipo 1, houve uma mudancga no cenario
anterior de modo que 0s canaviais passaram a ter quase 50% de variedades
resistentes entre as 10 mais plantadas. Nos anos seguintes, foram cada vez maiores
as porcentagens de variedades resistentes plantadas em aréas comerciais.

Como exemplo de sucesso deste controle da doenca, podemos destacar que
apos 20 anos, as variedades resistentes e com o haplétipo 1 ocupam quase 70% da
area plantada. Com esse acompanhamento, foi possivel verificar que, a partir da
ampla base genética presente nos bancos de germoplasma dos programas
brasileiros de melhoramento genético, as variedades de cana-de-aclUcar que nao
apresentavam os sintomas da ferrugem marrom foram gradativamente substituindo
as variedades suscetiveis. Além disso, 0 uso dessas variedades resistentes como
genitores de cruzamentos pode ter auxiliado a incorporacdo do gene Brul como
principal fonte de resisténcia.

No entanto, um ligeiro aumento de variedades suscetiveis foi observado a
partir do ano de 2012. Isso pode ter ocorrido pelo fato de que a durabilidade da
resisténcia a ferrugem marrom é afetada por uma série de fatores diferentes,
incluindo genética e racas de patégenos, fase de crescimento das plantas,
condi¢des climaticas, nutricdo das plantas e caracteristicas do solo (ANDERSON,;
DEAN, 1986). Devido a isso, mudancas nas reacdes de variedades de resisténcia
para suscetibilidade foram observadas em cana-de-acucar (HOY; HOLLIER, 2009;
RAMALLO et al., 2005), mas ainda pouco se sabe sobre a existéncia de racas de
Puccinia melanocephala em todo o mundo (COSTET et al., 2012).

Em contrapartida, a variedade resistente a ferrugem marrom, R570, uma das
mais amplamente cultivadas por 20 anos na llha de Reunido (ASNAGHI et al.,
2004), nunca perdeu a sua resisténcia, embora desafiada com varios isolados
coletados a partir de varias partes do mundo (ASNAGHI et al., 2001).

A variedade brasileira SP80-3280, presente no PBGCA e utilizada no projeto
SUCEST (VETTORE et al., 2003), cultivada h&a quase 20 anos no Brasil, apresenta

aproximadamente 55 mil hectares cultivados atualmente e em nenhum momento foi
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relatado suscetibilidade a ferrugem marrom. Desta forma, é importante que
variedades resistentes continuem sendo plantadas e que 0s programas de
melhoramento genético de cana-de-acucar promovam maior conscientizacado sobre
as vantagens do controle genético.

Ao analisar a genealogia da variedade de cana-de-acUcar RB966928, na
busca da possivel fonte de resisténcia e por consequéncia fonte do gene Brul nos
programas brasileiros podemos destacar a variedade P0OJ2878 (P0OJ2364 x EK28),
gue tem em sua genealogia o hibrido Kassoer. A variedade POJ2878 foi incorporada
pelos programas brasileiros de melhoramento genético da cana-de-aglcar como
genitor de cruzamentos para obtencéo de hibridos com maior eficiéncia no acimulo
de acucar. Além disso, tal variedade € resistente a ferrugem marrom possuindo
haplétipo 1.

Muitas variedades modernas brasileiras, resistentes a ferrugem marrom,
possuem a POJ2878 como ancestral comum, o que indica que a heranca do gene
Brul pode ter a origem compartilhada pelos diferentes programas de melhoramento
genético de cana-de-acucar do Brasil. A variedade resistente a ferrugem marrom
RB72454, responsavel por mudar o cenario do plantel de variedades na chegada da
doenca no pais, bem como as mais plantadas atualmente no Brasil (RB966928,
RB867515, RB92579 e RB855156), possuem o haplétipo 1 e a variedade POJ2878
em suas respectivas genealogias.

Os resultados obtidos mostraram que o haplétipo 1 foi encontrado em
variedades ancestrais e que os hibridos gerados a partir dessas variedades
herdaram o genoétipo dos marcadores indicando o carater mendeliano do gene Brul
como discutido por diversos autores (ASNAGHI et al., 2001, ASNAGHI et al., 2004;
COSTET et al., 2012; CUNFF et al., 2008; DAUGROIS et al., 1996; GARCIA et al.,
2013; GLYNN et al., 2012; MCINTYRE et al., 2005; RABOIN et al., 2006; RACEDO
et al., 2013).

5. Conclusdes

A caracterizagdo fenotipica da ferrugem marrom no Painel Brasileiro de
Gendtipos de Cana-de-acucar (PBGCA) reforcou a importancia dos bancos de
germoplasma para a obtencgéo de alelos de interesse. Nos programas brasileiros de
melhoramento, as variedades mais recentes, em sua maioria, ja possuem a

resisténcia a ferrugem marrom.
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Contudo, ao realizar este estudo notamos que alguns acessos ancestrais que
pouco, ou nunca, sao utilizados em cruzamentos recentes possuem resisténcia a
essa doenca. Tais ancestrais representam um potencial uso destes como genitores,
que além de contribuir com caracteristicas ligadas diretamente a producéao, podem
também auxiliar no controle da ferrugem marrom.

Em relacdo a caracterizacdo molecular do PBGCA com os marcadores
diagnosticos para deteccao da presenca da regido do gene Brul, € notério o grande
potencial que demonstraram para serem utilizados na predicdo de fenotipos
resistentes a ferrugem marrom, otimizando ainda mais os trabalhos de melhoristas
nas fases iniciais dos processos de selecdo dos programas brasileiros de
melhoramento genético da cana-de-acuUcar.

Além disso, ao verificar a associacdo da regido do gene Brul com a
caracterizacdo fenotipica, notou-se que alguns acessos ancestrais, apesar de terem
apresentado resisténcia a campo para ferrugem marrom, ndo apresentaram o gene
Brul, indicando o potencial de novos estudos acerca destes genétipos na busca do

gene responsavel pela fonte alternativa de resisténcia a doenca.
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CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos nos capitulos deste trabalho € importante

considerarmos:

1) A caracterizacao fenotipica realizada somente apds 0s cruzamentos e nao
para 0s potenciais genitores, limita a exploracdo de toda a diversidade alélica
oferecida pelos diferentes gendtipos dos bancos de germoplasma de cana-de-
acucar. A escolha dos genitores bem como o conhecimento genético das principais
caracteristicas alvo do melhoramento sédo fatores primordiais para aumentar as
chances de obtencdo de variedades que superem 0s patamares atuais de
produtividade.

A avaliacdo das correlacdes entre as caracteristicas fenotipicas e a estimativa
de parametros genéticos, como herdabilidade e coeficiente de variacdo genética,
constituem-se de poderosas ferramentas para o melhoramento genético da cana-de-
acucar. Desta forma, a caracterizacdo de bancos de germoplasma pode direcionar
os programas de melhoramento na escolha eficiente de genitores, os quais poderao
transmitir para as progénies os alelos necessarios para aumentar os niveis de

produtividade da cana-de-acucar.

2) A caracterizacao fenotipica presente neste trabalho permite a associacdo
com estudos, a partir de marcadores moleculares, que possibilitam a busca por
genes que controlam as caracteristicas de interesse. Estes estudos poderéo auxiliar
os programas de melhoramento genético a aumentar também a eficiéncia das

etapas de selecéo.

3) A ocorréncia de doengcas como a ferrugem marrom em cana-de-agucar
pode diminuir a produtividade e inviabilizar o plantio de variedades suscetiveis.
Desta forma, é importante que os programas de melhoramento figuem atentos a
ocorréncia de doencas e busquem fontes de resisténcia que sejam eficazes para o
seu controle.

Os marcadores moleculares associados ao gene de resisténcia a ferrugem
marrom, Brul, foram eficientes na predicdo de acessos resistentes e suscetiveis do
PBGCA. Além disso, houve um indicativo de que os programas brasileiros de

melhoramento genético da cana-de-agucar incorporaram e fixaram este gene ao
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longo dos anos de melhoramento como a principal fonte de resisténcia a ferrugem

marrom.



