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MAPEAMENTO DE QTL PARA RESISTENCIA A Sporisorium scitamineum EM
POPULACAO BI-PARENTAL DE CANA-DE-ACUCAR

Autor: BIANCA ROCHA SILVEIRA
Orientador: Prof. Dr. MONALISA SAMPAIO CARNEIRO

RESUMO

A cana-de-acUcar € uma cultura de grande importancia econémica mundial, em
especial para o Brasil. O pais € o maior produtor da cultura e dos seus subprodutos,
acucar e alcool. A cana-de-acucar vem recebendo atencdo para a geracdo de
eletricidade. Visto a importancia do setor sucroenergético, ha a necessidade de
aumentar sua producdo agricola. Esta cultura esta exposta a varias doencas,
causadas por fitopatdégenos, que prejudicam a producdo da cultura. A doenca do
carvdo € uma delas, causada pelo fungo Sporisorium scitamineum, tornando
variedades suscetiveis menos produtivas e podem causar perda de até 100% da
plantacdo. Variedades mais produtivas, com resisténcia a maior numero de doengas,
obtidas em menor tempo sdo enfoque em programas de melhoramento. O trabalho
tem por objetivo encontrar marcadores moleculares microssatélites (SSR)
associados a resisténcia da cana-de-aguUcar ao fungo S. scitamineum. Foi utilizada
uma populacéo F; (SP81-3250 x RB925345), composta por 238 gendtipos. Foi feita
a inoculacédo artificial de toletes de cana-de-acUcar na populacdo por meio de
injecao de telidsporos. Os toletes foram mantidos em casa de vegetacao, sendo que
25 avaliagdes foram realizadas entre janeiro e setembro de 2014 para o experimento
| e agosto de 2015 a fevereiro de 2016 para o experimento Il, visando identificar a
incidéncia da doenca. Foram feitas analises moleculares e construcao do mapa de
ligacdo, pela genotipagem com marcadores SSR, o qual possibilitou a construcdo de
mapa de ligagdo com 128 marcas ligadas, gerando 49 grupos de ligacdo com
comprimento total de 1297,68 cM. Para os dados referentes a incidéncia de carvao
foi utilizado o calculo da area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD),
normalizados para valores de BLUPS. A andlise permitiu observar uma populacéo
com maior nimero de genotipos tolerantes no experimento | e pouca doenga no
experimento Il. Além disso, foi notado que para o experimento |, da 10% a 252
avaliacdo, os resultados tinham alta correlacdo, 0 mesmo nao se repetiu para o
experimento Il. O experimento Il apresentou baixa incidéncia em todos os gendtipos
da populacdo e nos padrdes em estudo. Esta diferenca de incidéncia entre os dois
experimentos provavelmente ocorreu pela diferengca de condi¢cdes de temperatura a
qual eles foram expostos, sendo que o experimento | foi montado no verdo com um
inicio de temperatura mais alta e o experimento Il comecou com temperaturas
amenas e que foram aumentando com o tempo, 0 mesmo ocorre para a incidéncia
da doenca. A associacao entre fenoétipo e gendtipo foi realizada através da andlise
de variancia, convertido para LOD Score. Foi possivel verificar um marcador EST-
SSR, SCB 370, que foi significativo (LOD > 3), explicando em 5% da variagdo
fenotipica para o experimento I.



viii

QTL MAPPING FOR RESISTANCE TO Sporisorium scitamineum IN
POPULATION BI-PARENTAL OF SUGARCANE.

Author: BIANCA ROCHA SILVEIRA
Adviser: Prof. Dr. MONALISA SAMPAIO CARNEIRO

ABSTRACT

The sugarcane is a major global economic importance culture, especially for Brazil.
The country is the largest producer of culture and its by-products, sugar and alcohol.
The sugarcane has received attention for the generation of electricity. Since the
importance of the sugar-energy sector, there is a need to increase agricultural
production. This culture is exposed to various diseases caused by pathogens that
impair the production of culture. Coal disease is one of them, caused by the fungus
S. Scitamineum, making it less susceptible productive varieties and can cause loss of
up to 100% of the plantation. More productive varieties with resistance to more
diseases, obtained in less time are focused on breeding programs. The study aims to
find microsatellite markers (SSR) associated with resistance of sugarcane to the
fungus S. scitamineum. It used an F; population (SP81-3250 RB925345 x)
composed of 238 genotypes. Artificial inoculation of sugarcane stalks of the
population through telia injection was made. The billets were kept in a greenhouse,
and 25 were carried out between January and September 2014 for the first
experiment and August 2015 to February 2016 for the experiment Il, to identify the
incidence of the disease. Molecular analysis and construction of linkage map were
made by genotyping with SSR markers, which enabled the construction of linkage
map with 128 brands linked, generating 49 linkage groups with a total length of
1297.68 cm. For data on the incidence of coal was used to calculate the area under
the disease progress curve (AACPD), normalized to BLUPS values. The analysis
allowed us to observe a population with more tolerant genotypes in experiment | and
little disease in experiment Il. In addition, it was noted that for the first experiment,
the 10th to the 25th evaluation, the results were highly correlated, it was not repeated
for the second trial. Experiment Il showed low incidence in all genotypes of the
population and patterns in the study. This incidence difference between the two
experiments probably occurred by the difference in temperature conditions to which
they were exposed, and the first experiment was set up in the summer with a starting
temperature higher and the second trial began with mild temperatures and were
increasing with time, the same occurs for the incidence of the disease. The
association between phenotype and genotype was performed by analysis of
variance, converted to LOD score. It was possible to verify an EST-SSR marker, SCB
370, which was significant (LOD> 3), explaining in 5% of the phenotypic variation for
the experiment I.



1 INTRODUCAO

A cana-de-acucar (Saccharum spp.) € uma cultura de importancia mundial a qual
chama atencédo por ser capaz de armazenar alto teor de sacarose em seus colmos
(TANIGUTI et al., 2015). O Brasil é grande produtor de acucar e alcool (bioetanol), e
mais recentemente também vem recebendo destaque para a producdo de
eletricidade a partir de seu bagaco (GIANOTTO et al., 2011; WEI et al., 2006). O
principal foco dos programas de melhoramento de cana-de-aglUcar é encontrar
variedades produtivas, com elevado teor de acuUcar, e resistentes as principais
doencas que acometem a cultura (AITKEN et al., 2008; TANIGUTI et al., 2015).

Uma das importantes doencas da cana-de-acUcar € o carvao, causada pelo
fungo Sporisorium scitamineum, presente nas regides do mundo onde se cultiva a
cana-de-acucar (QUE et al., 2014). Os danos econdmicos em funcdo do carvao sao
significativos, podendo causar perda de até 100% da plantacao (TOKESHI, 1997). O
método mais eficaz e barato para o controle do carvdo € com uso de variedades
resistentes (BERGAMIN et al., 1987). Trata-se de uma doenca de facil identificacdo
e sua principal caracteristica € a formacao de chicotes, uma estrutura composta pelo
acumulo de teliésporos do fungo causador da doenca no meristema apical da planta.
Esta € observada desde que ocorra a infeccdo do meristema apical pelos micélios
secundarios do fungo, os quais irdo se transformar em teliosporos (TANIGUTI et al.,
2015). Os esporos também séo responsaveis por fazer a disseminacdo da doenca,
que é realizada principalmente pelo vento.

Doencas apresentam interacdo entre patégeno e hospedeiro. O conhecimento
desta interacdo é importante para conhecer os mecanismos de ataque do patégeno
e de resisténcia do hospedeiro, tais como: quais sdo 0s genes ativados, quais
proteinas produzidas, qual modo de acdo de ambas as partes dentre outras
respostas fisicas, bioquimicas e mecéanicas (BERGAMIN et al., 1995). A Teoria
gene-a-gene de Flor (1942) explica um pouco destas interagoes, aonde Flor defende
gue para cada gene de resisténcia no hospedeiro, ha um gene complementar no
patogeno, logo, variedades resistentes seriam aquelas que possuem esta
correspondéncia genética (CAMARGO, 1995).

Neste cenério, podem ser utilizados marcadores moleculares que auxiliam no
melhor entendimento do complexo genoma da cana-de-acUcar e dos seus

componentes genéticos, podendo essa informacédo ser empregada na selecéo de



variedades resistentes a doencas em cana. Uma estratégia alternativa seria utilizar
variedades de cana-de-agucar geneticamente modificada com genes que conferem
maior produtividade e resisténcia as principais doencas (GIANOTTO et al., 2011;
LAKSHMANAN et al., 2005). Ferramentas biotecnolégicas ainda podem permitir um
maior conhecimento da interagédo entre patdgeno e cana-de-agucar, tais como genes
ativados na infecgéo, respostas do hospedeiro, estratégias de protecdo da planta e
de ataque do fungo causador da doenca (CHEN et al., 2012; SUNDAR et al., 2012).

O mapeamento de QTLs (Quantitative Trait Loci) em cana-de-acglcar é de grande
importancia para compreensao da arquitetura genética de caracteres quantitativos e
aperfeicoamento dos programas de melhoramento. Tais estudos podem ser
conduzidos visando encontrar associacdo entre marcadores moleculares e
caracteres guantitativos de interesse, como por exemplo, a resisténcia da cana-de-
acucar ao carvao (BUTTERFIELD, 2007; MORAIS, 2013; RABOIN et al., 2003;
RABOIN et al., 2006; WEI et al., 2006). Para obter informacdes sobre locos que
estdo envolvidos com a resisténcia a doencas é necessario adotar varias
estratégias, tais como: determinar condicfes ideais para que estes genes sejam
expressos, permitindo melhor estudo sobre a doenca (KRUGNER, 1995); utilizar
varios marcadores moleculares, amplamente distribuidos no genoma, possibilitando
maior cobertura do mapa genético e podendo facilitar a identificacdo de QTL
(AITKEN et al.,, 2008; MORAIS, 2013; OLIVEIRA et al.,, 2009). Além disso, é
necessaria a realizacdo de experimentos a campo ou casa de vegetacao que visem
avaliar o progresso da doenga na progénie.

Neste estudo, foram utilizados marcadores moleculares microssatélites para
identificar associacdo com resisténcia da cana-de-aclcar ao fungo S. scitamineum
causador da doenca do carvao. Para isto foi utilizada uma progénie F; resultante do
cruzamento entre as variedades SP81-3250 e RB925345, que foi inoculada com

fungo em experimentos conduzidos em casa de vegetacdo em diferentes épocas do

ano.
2 OBJETIVOS
2.1. Geral

Identificar marcadores moleculares microssatélites associados com resisténcia

ao fungo S. scitamineum, causador do carvao em cana-de-agucar.



2.2. Especificos

a) Construir mapa genético com marcadores moleculares microssatélites a partir de
progénie F; de um cruzamento bi-parental de cana-de-acuUcar;

b) Avaliar, em casa de vegetacdo, a resposta dos individuos da progénie F; de
cana-de-acucar a infeccéo pelo fungo S. scitamineum;

c) ldentificar associacdo significativa entre o0s marcadores microssatélites e

resposta de resisténcia/suscetibilidade.
3 REVISAO DA LITERATURA

3.1. Cultura e melhoramento da cana-de-agucar

Atualmente, o Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-acUcar sendo
processadas 665,6 milhdes de toneladas na safra de 2015/2016, e também um dos
maiores exportadores dos seus subprodutos. Além de crescente interesse em utilizar
a cana-de-acUcar como fonte de energia renovavel para a geragéo de eletricidade. A
area cultivada no pais destinada a atividade sucroenergética é de 8,7 milhdes de
hectares, sendo o estado de S&o Paulo o maior produtor, com 52% da area
plantada. Em relacéo a produtividade, a safra de 2015/16 apresenta um aumento de
9,1% em relacdo a safra passada, com producao de 76.909 kg/ha. Essa safra gerou
uma producédo de agucar de 33,49 milh6es de toneladas e 30,5 bilhdes de litros de
etanol (CONAB, 2016; UNICA, 2015). Na safra de 2014/2015 o PIB do setor
sucroenergético somou cerca de US$ 43 bilhdes para o pais, o que equivale a 2%
do PIB nacional. Além do dinheiro que circula neste setor, ele também gera muitos
empregos, sendo que o setor produtivo é responsavel por cerca de 900 mil
empregos diretos, e mais 70 mil de produtores rurais independentes, segundo dados
da UNICA (2015).

A cana-de-agucar (Saccharum spp.) pertence a espécie herbacea, é uma planta
alébgama, da familia das gramineas (Poaceae), tribo Andropogoneae e género
Saccharum. Grande parte dos autores admite que este género seja constituido por
seis espécies distintas, sendo elas, (1) selvagem: S. spontaneum (2n = 40-128), e
(2) nobres: S. barberi (2n = 81-124), S. robustum (2n = 60-80), S. edule (2n = 60-80),
S. officinarum (2n = 80) e S. sinensis (2n = 111-120) (IRVINE, 1999). S&o aceitos

ainda o envolvimento de outros géneros proximos, tais como Erianthus, Miscanthus,



Narenga e Sclerostachya, relacionados a Saccharum com alguma contribuicdo ainda
que pequena, para o desenvolvimento das espécies de cana, sendo que todos
juntos formam o complexo Saccharum (DANIEL; ROACH, 1987). Trata-se de uma
espécie de clima tropical e subtropical a qual o desenvolvimento esta intimamente
ligado a fatores ambientais, como temperatura e umidade. A cana-de-agUcar
apresenta maiores taxas de crescimento e acumulo de biomassa com faixa de
temperatura entre 22°C e 30°C, acima de 38°C o acumulo e crescimento se tornam
nulos e restritos a temperatura inferior a 19°C (CARVALHO; FURTADO, 2013). Altas
temperaturas sdo responsaveis por favorecer o florescimento e a presenca de
plantas daninhas, insetos e doencas (como carvao e raquitismo da soqueira, por
exemplo), enquanto baixas temperaturas faca com que haja o acimulo de sacarose
no colmo da planta (CHANDIPOSHA, 2013).

Inicialmente clones de S. officinarum foram os mais plantados, por apresentar
alta quantidade de sacarose. A partir de 1888, os programas de melhoramento eram
realizados por cruzamentos intraespecificos nesta espécie (MACHADO, 2000).
Porém, mesmo com a producédo de variedades melhoradas, o que se observava era
a alta suscetibilidade a doencas nas variedades resultantes dos cruzamentos
intraespecificos de S. officinarum (NUNES, 2013; OLIVEIRA, 2007). Este fato
incentivou a realizacdo de cruzamentos interespecificos, aos quais se cruzaria um
genitor de variedade descendente de canas selvagens, S. spontaneum, resistente a
maioria das doencas, e 0 outro, descendente de canas nobres, com alto teor de
sacarose, S. officinarum (CESNIK; MIOCQUE, 2004). Visto que as duas espécies
possuem numeros variados de cromossomos, as variedades de cana-de-agucar
derivadas destes cruzamentos apresentam alto niumero de ploidia e aneuploidia,
podendo variar de 80 a 130 cromossomos. Destes, estima-se que a maioria seja
originada de S. officinarum, 10-25% de S. spontaneum e uma pequena porcentagem
de recombinac&o entre eles (BOREM et al., 2012; D’HONT et al., 1998).
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Figura 1. Composi¢do genética de variedades modernas, demonstrando que a maior
por¢do dos cromossomos teve origem em S. officinarum, seguido por S. spontaneum em
pequena quantidade e ainda, cromossomos recombinantes. (Fonte: umr-agap.cirad.fr)

Em vista da constituicdo genética da cana-de-agclUcar é possivel notar que o
genoma dela é muito complexo por se tratar de uma cultura caracterizada por ser
poliploide, e apresentar aneuploidia. Para desenvolver novas variedades do modo
convencional sédo realizadas varias fases de selecdo e clonagem de gendtipos
superiores oriundos a partir de cruzamento entre individuos contrastantes para
caracteristicas de interesse, sendo necessarios testes e sele¢des. Inicialmente, sdo
selecionadas variedades como parentais para fazer cruzamentos, com intuito de
obter genotipos superiores na progénie (GIANOTTO et al, 2011). Com o
cruzamento, sdo geradas milhares de progénies que sdo observadas inicialmente

como plantulas e depois sédo transplantadas para campo. O processo de



melhoramento € demorado e caro, variando de 12 a 15 anos para se chegar a uma
variedade nova (GOUY et al., 2015).

Sendo assim, ferramentas biotecnolégicas como o uso de marcadores
moleculares sdo importantes visto que podem auxiliar a compreensdo genética e
molecular do genoma da cana-de-agUcar e com isso acelerar as fases do programa
de melhoramento. As informagOes geradas podem desvendar esse complexo
genoma e permitir auxiliar na determinacdo do melhor momento para estudar
determinadas doencas, além na escolha de variedades como parentais em
programas de melhoramento, sendo possivel, a partir destas técnicas, reconhecer
precocemente variedades que conferem determinadas caracteristicas de interesse,
tais como maior teor de sacarose, resisténcia a doencas (BARBOSA; SILVEIRA,
2012; BOREM et al., 2012).

A cultura da cana-de-acucar é acometida por uma série de doencas, causadas
por inumeros fitopatdgenos, dentre eles fungos, bactérias, virus ou nematoides. No
Brasil, algumas doencas como mosaico (Sugarcane mosaic virus), carvao (S.
scitamineum), ferrugem marrom (Puccicia melanocephala), escaldadura
(Xanthomonas albilineans), raquitismo da soqueira (Leifsonia xyli subsp. xyli) ja
causaram grandes prejuizos nas plantacdes de cana-de-acucar (TOKESHI, 1997),
dentre ela se destaca o carvao, capaz de gerar danos de até 100% na producao.

3.2. O carvao em cana-de-acucar

O carvao é causado pelo S. scitamineum, fungo do filo Basidiomycota, classe
Ustilaginomycetes, ordem Ustilaginales e familia Ustilaginaceae (HAUKSWORTH et
al., 1995). O patdgeno é um fungo de parte aérea, visto que ataca a parte aérea da
planta — como caule, folha, inflorescéncia, flor e semente —, é hospedeiro-especifico
que ataca gemas jovens. E classificado como biotréfico uma vez que depende do
hospedeiro para sobreviver por se alimentar de células vivas; de juros simples por
apresentar infeccéo tardia, ja que as plantas infectadas ndo sdo fonte de indéculo
para mesma cultura. Sendo assim, a infeccdo depende do indculo inicial o que
caracteriza uma doencga monociclica; e causa infecgéo sistémica, ao longo de toda a
planta (BERGAMIN, 1995; SUNDAR et al., 2012; TOKESHI, 1997).

Este patdogeno possui micélios que invadem o tecido meristematico da planta,
causando infec¢gBes que sO ocorrem se houver a germinacao dos teliosporos e fusédo

de hifas haploides (micélio priméario) compativeis sexualmente, ocorrendo assim a



formacao de hifas dicaridticas infectivas (micélio secundéario) as quais penetram na
base das escamas das gemas e atingem o tecido meristemético, se transformando
em teliosporos (Dos REIS, 2012; MORAIS, 2013; RAGO, 2005; TANIGUTI et al.,
2015).

Teliésporos (2n)

l

Micélio secundario (2n) Micélio primario (n) — Teliésporo geminando
Reprodugéo sexuada — Reprodugéo assexual

Figura 2. Ciclo do carvdo em cana-de-acucar. 1) Planta de cana-de-agicar em campo, 2)
surgimento do chicote, sintoma e sinal do carvao, 3) teliosporos liberados da planta, 4)
germinacao dos teliésporos, ocorréncia da meiose e formacao de probasidios haploides, 5)
formacdo de micélio primério a partir dos basidiésporos e fusdo de micélios primérios
compativeis, 6) micélios secundarios, ira infectar a planta sadia. Fonte: Dos Reis, 2012;
PMGCA/UFSCar, 2016.

Modificacdes genéticas no patdgeno faz com que se crie uma nova raca, podendo
torna-lo virulento a uma variedade que se caracterizava como resistente a ele. S.
scitamineum é um fungo que apresenta tanto a reproducdo assexuada quanto a
sexuada, o que lhe confere maior variabilidade genética, podendo ser diferenciado
em racas (WU et al., 1988). E possivel que um fungo de uma raca que causa a
doenca em um ambiente, ndo seja capaz de causar a doenca em um ambiente
diferenciado. Assim como, uma variedade que se mostrava resistente pode
apresentar a doenca caso haja variabilidade genética do fungo e uma nova raca
surja naquele lugar. Aléem do mais, os niveis de agressividade do patégeno podem
causar diferentes niveis de doenca (RAGO et al, 2009; SINGH et al., 2005; SUNDAR
et al., 2012; TOKESHI, 1997; WU et al., 1988; ZHANG et al., 2015).

A doenca € caracterizada principalmente pelo aparecimento de chicotes, havendo

anterior a isto a reducdo no diametro e desenvolvimento dos colmos, perdas no



contetdo de sacarose. Antes de surgir o chicote, as folhas ficam mais pontiagudas,
com o limbo foliar estreito e curto, e as touceiras apresentam superbrotamento. Os
fungos séo encontrados principalmente em células parenquimaticas, sendo o chicote
o sinal da doenca com aparéncia de “cinzas de carvao” pela planta, em especial nas
folhas. Esta estrutura é composta pelo acimulo de hifas na base e telibsporos no
apice, sendo assim os esporos séo formados na base das folhas (CARVALHO et al,
2016; MARQUES et al., 2016). Inicialmente ha o acumulo de micélio secundario no
meristema apical, o qual se transforma em teliésporos e se junta na regido apical na
planta, com isso, a planta alonga o entren6 e o meristema apical faz parte da
formacao do chicote. Neste momento é formada uma capa prateada ao redor dos
esporos e quando esta se rompe, 0s esporos sdo disseminados (Dos REIS, 2012;
MORAIS, 2013). Os chicotes surgem em plantas a partir de 2 meses de idade, com
seu maximo ocorrendo quando as plantas possuem de 6-7 meses de idade (CROFT
et al., 2008; Dos REIS, 2012; FERREIRA; COMSTOCK, 1989; TOKESHI, 1997). Os
teliésporos podem se disseminar pelo vento, sendo capazes de infectar facilmente
plantas susceptiveis e chegar a causar perda de toda a plantacdo. As perdas estao
relacionadas a producédo da cana-de-acucar, queda do teor de sacarose, colmos
finos e mais fibrosos, queda da qualidade do sulco e do numero de colmos
utilizaveis para industrializacdo (BUENO, 2010; CARVALHO et al, 2016; QUE et al.,
2014; RAGO et al., 2009; SUNDAR et al., 2012; TOKESHI, 1997).

Figura 3. Plantas com sintomas. a) chicote, b) superbrotamento, ¢) Planta sadia,
d) Planta doente com sintomas. (Fonte: Arquivo pessoal).

Os niveis de doenca para o carvao em cana-de-acucar podem ser empregados
considerando a incidéncia ou a severidade. A incidéncia é a contagem do nimero de



plantas doentes, expressa a frequéncia de plantas doentes ou partes de plantas
doentes em uma amostra ou populacdo e pode ser empregado em casa de
vegetacdo ou campo. Ja severidade € mais utilizada em campo, é a média de
plantas amostradas, como por exemplo, plantas doentes por parcela (AMORIM,
1995). Utiliza-se a classificagcdo como resistentes, moderadamente suscetiveis
(intermediaria) e altamente suscetiveis (suscetiveis) (CHAO et al., 1990; WU et al.,
1988), sendo que independente da classificacdo a colonizacdo sempre ocorre em
plantas infectadas, como mostraram os estudos conduzidos por Carvalho et al.
(2016) e Schaker et al. (2016) através de proteina fluorescente (GFP — Green
Fluorescence Protein) e RNAseq transcriptbnico, respectivamente. Também é
considerada a tolerancia quando a avaliacdo leva em conta a producado, sendo que
variedades tolerantes seriam aquelas que apresentam a doenca, porém isto néo
diminui a produgéo da planta (BERGAMIN et al., 1995).

Vérios sdo os fatores que interferem na infeccdo e no aparecimento da doenca
tanto em campo, tais como: suscetibilidade da variedade a qual pode ou ndo ter uma
predisposicdo genética para que ocorra a doenca; viruléncia do patégeno, o qual
igualmente a variedade pode causar a doenca ou ndo, desde que haja condicbes
ambientais para que isto ocorra; idade da gema sendo que gemas mais novas Sao
mais suscetiveis a doenca; concentracdo de teliosporo uma vez que quanto maior a
guantidade, maior a chance de ocorrer a doenca; condi¢cdes do solo, pois se este for
fraco em nutrientes, consequentemente a planta também enfraquecera e
possibilitara mais facilmente a infeccdo; calor, uma vez que altas temperaturas
favorecem o processo de infeccdo do S. scitamineum e umidade o qual interfere
diretamente no ciclo da doenca, ao permitir germinacao do fungo. (BERGAMIN et
al., 1995; BORRAS-HIGALGO et al., 2005; BUENO, 2010; TOKESHI, 1997). Em
casa de vegetacédo, os fatores que se destacam sdo a suscetibilidade da planta e
temperatura, uma vez que os demais fatores sdo controlados e iguais para todas as
variedades em estudo (RABOIN et al., 2003).

A faixa de temperatura 6tima para que ocorra a infec¢do € indicada como de 17 a
35°C para a germinacdo dos teliésporos e de 23 a 32°C para a producdo de
basidiésporos (BERGAMIN et al., 1987; BUENO, 2010), sendo indicada a
temperatura 6tima para a formacédo de micélio secundéario a 31°C (BOCK, 1964;
JUANGBHANICH; WANGWON, 1983; BHUIYAN et al., 2012; WALLER, 1970) e
incubacdo da planta a 28°C +0,5°C apés a inoculacao artificial visto que esta
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temperatura apresenta uma melhor resposta em porcentagem de brotacdo das
gemas e no surgimento de incidéncia da doenca (BOLDRINI, 2016; QUE et al.,
2009; QUE et al., 2014). Por ser uma doenca de juros simples estes fatores podem
influenciar no surgimento da doenca, pois ird permitir o desenvolvimento do
patégeno para um préximo ciclo de infeccdes em campo, e em casa de vegetacéo,
ird possibilitar com que o S. scitamineum inoculado tenha condi¢des favoraveis para
se desenvolver e infectar a planta (BERGAMIN et al., 1995; RABOIN et al., 2003).

N&o sdo apenas fatores genéticos que determinam o surgimento ou ndo de uma
doenca na planta. Em um mesmo ambiente podem estar presentes o fungo e o
hospedeiro, porém nao estar em condigcBes de temperatura e umidade adequadas
para que ocorra a doenca. O ambiente pode estar diretamente ligado tanto ao
patdgeno quanto ao hospedeiro e por ambiente entendem-se fatores relacionados
ao clima, solo e cultivo, tais como umidade, temperatura, vento, nutricdo, poda,
dentre outros (BEDENDO, 1995). No carvdo, o vento é o responsavel pela
disseminacado dos telibporos e consequentemente, do fungo causador da doenca,
como dito anteriormente. A umidade é a responsavel pela germinacdo dos
teliosporos, permitindo dar continuidade ao ciclo da doenca, enquanto a temperatura
esta diretamente relacionada com a colonizagéo e reproducdo do fungo na cana-de-
acucar. Sendo assim, em campo, uma variedade pode se apresentar resistente a
determinada doenca em um ambiente, que ndo favoreca o patdgeno, e suscetivel
em outro o qual pode ndo favorecer o desenvolvimento da planta e favoreca o
patégeno (BEDENDO, 1995). Em casa de vegetacdo, a temperatura quando elevada
pode favorecer com o fungo se desenvolva e colonize, jA que solo e umidade séo
controlados para todas as plantas.

O controle do carvao é feito principalmente com uso de variedades resistentes
como genitoras em programas de melhoramento, este método é o mais barato e facil
e apresenta vantagens por ndo agredir o meio ambiente, nem o produtor e
consumidor. Outras medidas também sdo adotadas, como tratamento quimico ou
térmico, “roguing” e rotacao de cultura, o ideal seria unir a resisténcia a doenga com
alta produtividade da planta (BERGAMIN et al.,, 1995; BESPALHOK et al., 2007;
FERREIRA; COMSTOCK, 1989; TOKESHI, 1997). E de suma importancia o
conhecimento da base genética da resisténcia da cana-de-aclcar ao carvao.

Trabalhos ja realizados mostram que a herdabilidade da resisténcia da cana-de-

acucar ao carvao € moderada. Chao et al. (1990) estudaram a herdabilidade da
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resisténcia da cana-de-agucar para o carvao, que foi estimada em 0,41 para cana
planta e 0,38 para cana-soca. Raboin (2003) calculou herdabilidade de 0,68 em
cana planta e 0,75 em cana-soca, Wu et al. (1988) estudou em campo,
herdabilidade para duas racas da doenca, sendo de 0,51 para raca A e 0,47 para
raca B. Morais (2013) calculou em seu trabalho, valores de 0,54 para o primeiro ano
de avaliacdo e 0,35 para o segundo, ambos avaliados em casa de vegetacao.
Estudo de Chao et al. (1990) mostrou que a progénie de um cruzamento de duas
variedades resistentes apresentam maior frequéncia de genes com resisténcia a
doenca. Desta forma, é possivel fazer o controle genético do carvao da cana-de-
acucar ao utlizar variedades resistentes como parentais em programas de
melhoramento.

A avaliacdo da resisténcia a doenca pode ser feita através da inoculacéo artificial
do fungo S. scitamineum na planta. Os métodos utilizados em programas de
melhoramento genético da cana-de-acuUcar para fazer a inoculacdo artificial séo:
aspersao de teliésporos, imersdo de gemas intactas ou feridas em suspensao de
teliésporos, inoculacéo por injecao de teliésporos nas gemas e distribuicdo de pasta
de teliésporos sobre gemas com ou sem ferimentos. Dentre eles, os mais utilizados
sdo os métodos de imersao e injecdo de teliosporos (DALVI et al., 2012; Dos REIS,
2012; RABOIN et al., 2003).

A imersao em suspensdao de teliosporos utiliza de uma a trés gemas e as coloca
em suspensado contendo agua e esporos a uma concentracao de 2.5 x 10°a 5 x 108
teliosporos/mL, sendo que a principal caracteristica deste método € ndo agredir a
planta e a infeccdo causada é de forma natural (FERREIRA; COMSTOCK, 1989).
Esta metodologia € a mais proxima de condi¢cdes naturais e a mais indicada em caso
de selecdo de gendtipos resistentes (BOLDRINI, 2016). No caso da injecdo de
teliosporos, € preparada suspensao viscosa de &agua e esporos com uma
concentracdo de 5 x 10° esporos/mL, a qual é inserida dentro da planta a partir da
base da gema, por duas agulhas (PEROS; BAUDIN, 1983), a infeccdo n&do é natural
e segundo Raboin et al. (2003) que testou diferentes métodos de inoculacdo em
casa de vegetacdo, com esta metodologia a doenca € mais eficiente do que o
meétodo anterior, apresentando assim, maior infeccdo. Esta metodologia é indicada
guando o objetivo for escolher genitores resistentes, 0s quais possuam resisténcia
genética (BOLDRINI, 2016). O patogeno € inserido de forma agressiva na planta,

guebrando de imediato a resisténcia morfoldgica presente na gema (AMORIM et al.,
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2000; MORAIS, 2013).

Sendo assim, ao conduzir estudos com fitopatologia, deve-se conhecer bem a
doenca, tanto o patégeno — conhecendo seu ciclo, modo de acdo e condicdes que o
favorecem — como o hospedeiro. A fim de avaliar a doenca, € necessario
estabelecer condi¢cdes 6timas no experimento para que ela ocorra. Em casa de
vegetacdo, o carvao da cana-de-acucar se manifesta nas plantas em condicdes de
elevada temperatura e umidade, sendo que 0s sintomas demoram a aparecer por se
tratar de uma doenca de juros simples, conforme explicado anteriormente (BUENO,
2010; BERGAMIN et al., 1995).

Na literatura é possivel observar que a maioria dos experimentos realizam suas
avaliacdes de doencas apos um periodo de clima quente. Estudos com o carvao no
milho, uma cultura também das gramineas cujo genoma € mais conhecido do que da
cana-de-acucar, apresentam diferentes épocas de avaliacdo, como de Ding et al.
(2008) em que a avaliacao foi realizada no més de junho. Lubberstedt et al. (1999)
também realizaram avaliagcbes em 4 anos consecutivos, sendo que os resultados
foram todos similares, exceto no ano em que houve temperaturas mais baixas e
maior precipitacdo no inverno. Isto resultou em avaliagbes com numero muito baixo
de doenca em comparacdo aos demais anos. Em cana-de-aglcar, ha pesquisas
realizadas em centros de pesquisa no hemisfério sul, tais como na Africa do Sul e
Australia com o carvao da cana-de-acucar. Raboin et al. (2003) conduziram
experimento em campo com inoculacdo artificial por imersdo, os quais foram
plantados em novembro e setembro de diferentes anos. Neste estudo foi identificada
associacdo entre marcadores e a doenca do carvao e, que muitos marcadores
possuem pequenos efeitos para conferir resisténcia ao carvdo em cana-de-acucar,
explicando no estudo de 3 a 12% da variacao fenotipica. J4 o Cox et al. (2011), na
Australia, optaram pelo plantio dos toletes inoculados artificialmente, em maio/junho
de um ano para avaliagdes em novembro/dezembro e em fevereiro e marco de outro
ano para avaliacbes em outubro e novembro para testar diferentes métodos de
inoculacdo. Cox et al. (2011) defendem que mais estudos precisam ser realizados
para 0 uso destas metodologias em busca de utiliza-las na obtencdo de novas
variedades de cana-de-agucar.

Uma forma de analisar a resisténcia do carvdo em cana-de-agucar é calculando
a area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD ou AUDPC — Area Under

Disease Progression Curve), como utilizado em varios trabalhos com este segmento
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(RAGO, 2005; RAGO et al.,, 2009; MORAIS, 2013). Este céalculo é uma andlise
estatistica que permite verificar o comportamento da doenca pela curva de
progresso dela. Isto é possivel a partir do modelo matematico que melhor se ajusta a
doenca em estudo, no caso do carvdo, este modelo é o monomolecular
(BERGAMIN, 1995). Este modelo calcula a velocidade de aumento da doencga, a
qual para o carvao é proporcional ao inéculo inicial. Isto se d4, por se tratar de uma
doenca de juro simples, como dito anteriormente, visto que a sua velocidade de
aumento ndo tem relacdo com a quantidade de doenca em cada instante, mas
depende do contato efetivo entre patdgeno e hospedeiro em um momento inicial. O
calculo de AACPD ¢ realizado entdo, pela contagem de duas avaliagdes seguidas,
considerando o tempo em cada uma (equacao 1) (BERGAMIN, 1995; CAMPBELL,;
MADDEN, 1990), o que permite identificar interacdes entre patégeno, hospedeiro e
ambiente. Esta equacdo leva em consideracdo como parametros a época do inicio
da epidemia, a quantidade do in6culo inicial, a taxa de aumento da doenca, a forma
da curva de progresso da doenca, a area sob esta curva — que € de fato calculada —,
a quantidade maxima e final da doenca e duracdo da epidemia (AMORIM;
BERGAMIN, 1991; AMORIM et al., 1993).

3.3. Mapa genético e Mapeamento de QTL em cana-de-agucar

Com os avancos da genética e da biologia molecular, em especial 0 surgimento
da tecnologia do DNA recombinante, da reacdo em cadeia de polimerase (PCR -
Polymerase Chain Reaction) e do sequenciamento automatico do DNA, foram
desenvolvidas poderosas técnicas para o desenvolvimento de marcadores genéticos
Uteis na identificacdo, caracterizacdo e avaliacdo dos recursos genéticos vegetais.
Com o desenvolvimento dos marcadores moleculares, algumas limitacdes foram
contornadas, sendo possivel detectar polimorfismo em nivel do DNA, com maior
informacgéo genética por loco, em qualquer idade e tecido da planta (ANONI, 2011;
FALEIRO, 2007; FERREIRA; GRATTAPAGLIA; 1998). Para maior conhecimento do
genoma da cana-de-acUcar e genes que conferem caracteristicas de interesse, tais
como a resisténcia ao carvdo da cana-de-acUcar, sao realizados estudos de
mapeamento genético e busca por associacdes entre marcadores moleculares e
caracteristica fenotipica de interesse (Dos SANTOS et al., 2016). Atualmente, em
cana-de-agucar, sdo utilizados principalmente os marcadores moleculares EST-SSR

(Expressed Sequence Tags - Simple Sequence Repeats ou microssatélite expresso)
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e SNP (Single Nucleotide Polymorphism) por serem mais polimorficos, logo mais
informativos, podendo apresentar leituras com dosagens 1:1, 3:1 em marcadores
SSR e 0 mesmo para os SNPs, acrescentada da leitura 1:2:1. Os EST-SSR séo
marcadores microssatélites de sequéncia expressas presentes em bancos de dados
de EST como o SUCEST (Sugarcane Expressed Sequence Tag Project), ou seja,
sdo marcadores gerados a partir de bibliotecas génicas e possuem maior
probabilidade de estarem geneticamente associados a uma caracteristica fenotipica
pelo fato de se tratar de genes realmente expressos (OLIVEIRA et al., 2009; SOUZA
et al., 2011). Apresenta também homologia com genes candidatos, o que facilita
mapeamento de QTLs (GARCIA et al., 2006). Apesar de este marcador molecular
ser classificado como co-dominante, em cana-de-acUcar atua como marcador
dominante, pois s6 permite identificar polimorfismo em dose Unica (1:1 ou 3:1).
(CORTEZ et al., 2010; FALEIRO, 2007; MORAIS, 2013; PASTINA, 2010).

Mapas genéticos podem ser construidos a partir de marcadores morfoldgicos,
citolégicos, isoenzimaticos e de DNA (CARNEIRO; VIEIRA, 2002). A partir do uso de
marcadores moleculares podem ser construidos mapas de ligacdo, que representam
a ordem e posicdo dos genes no genoma. A distancia fisica entre genes € medida
em centimorgans (cM) o que equivale a frequéncia de recombinacdo entre eles
(RAMALHO et al.,, 2012). Em cana-de-acucar, a complexidade do seu genoma,
dificulta a obtencéo de linhagens nesta espécie, sendo assim é utilizada progénie F;
resultante de cruzamento entre dois gendtipos heterozigéticos (MORAIS, 2013).
Grattapaglia e Sederoff (1994) desenvolveram a metodologia pseudo-testcross,
muito utilizado para fazer mapeamento para geracdo F; (ALJANABI et al., 2007,
ALWALA et al., 2008). Esta metodologia foi desenvolvida em estudo de
mapeamento de eucalipto e por ela sdo construidos dois mapas, um para cada
genitor, no qual utiliza apenas marcas de dose Unica (MDU) presente em um dos
genitores (1:1) (GRATTAPAGLIA; SEDEROFF, 1994).

Com a necessidade de mapas mais saturados, Garcia et al. (2006) ao utilizar
diferentes marcadores (RFLP, SSR e AFLP) perceberam que foram geradas 1118
marcas de dose Unica, das quais 61% segregavam 3:1 e apenas 39% 1:1. Sendo
assim, prop6s o mapa integrado com base no método de Wu et al. (2002), que utiliza
marcas de dose Unica presente em um dos genitores (1:1) como também em ambos
0s genitores (3:1). Para a construcdo de mapas integrados existem alguns

programas estatisticos que fazem analise da ligacdo genética, como JoinMap
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(OOIJEN; VOORRIPS, 2001) e o OneMap (GARCIA et al., 2006), que é um pacote
dentro do programa estatistico R.

Uma forma de busca destas associacdes € realizada pelo mapeamento de QTLS,
utilizados para identificar regides cromossémicas que possuem genes que controlam
caracteres quantitativos (WU et al., 2002; SCHOTTERER, 2004; MARGARIDO,
2011). Para identificacdo de QTLs o uso de mapa genético pode ou ndo ser
necessario, variando com a metodologia a ser utilizada (AITKEN et al.,, 2006;
RABOIN et al., 2006; WEI et al., 2006; BUTTERFIELD, 2007; AITKEN et al., 2008).
So é possivel fazer um estudo de QTL quando ha associacao entre o fendtipo e o
gendtipo da planta. Encontrar QTL significa encontrar no genoma uma posicao para
um gene que confere relagdo com o carater. Com uso de marcadores moleculares é
possivel identificar no genoma o local onde aquele gene se encontra e quanto ele
interfere na caracteristica (GAZAFFI et al., 2010; MAGALHAES; BRAUNBECK,
2010).

Alguns métodos estatisticos foram desenvolvidos para mapear QTLS, sendo eles:
andlise para cada marca Unica (Single Marker — SM) (EDWARDS et al., 1987,
LYNCH; WALSH, 1998), o qual ndo necessita de mapa de ligacéo, faz comparacéo
entre as médias dos fenétipos com diferentes classes de genétipos; mapeamento
por intervalo (Interval Mappping — IM) (LANDER; BOTSTEIN, 1989), necessita de um
mapa genético e identifica a presenca de QTL entre dois marcadores adjacentes;
mapeamento por intervalo composto (Composite Interval Mapping - CIM) (JANSEN;
STAM, 1994; ZENG, 1994) o qual utiliza método IM mas acrescenta outros
marcadores que ndo estdo no intervalo; e mapeamento de mudltiplos intervalos
(Multiple Interval Mapping - MIM) (KAO et al., 1999), € um aprimoramento do CIM,
faz analise simultanea de multiplos intervalos (MANCINI, 2014; MORAIS, 2013).

Estudos para deteccdo de QTLs com resisténcia da cana-de-aglUcar a S.
scitamineum ja foram desenvolvidos. Wei et al. (2006) ao realizar estudo com 154
clones de cana-de-acUcar a partir de marcadores 1068 marcadores AFLPs e 141
SSRs correlacionando com doencas de cana-de-acUcar, sendo elas podridao
radicular (Pachymetra chaunorhiza), escaldadura das folhas (Xanthomonas
albilineans Dowson), doenca de Fiji (Fiji disease virus) e carvao (S. scitamineum);
identificaram 59% de variacdo fenotipica para resisténcia ao carvao explicado por 11

marcadores (melhor subconjunto de 4 marcadores explica 53,7 % da variacéo
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fenotipica), 32% da variacdo fenotipica da escaldadura das folhas e da podridédo
radicular, explicada por 4 marcas e 26% da doenca de Fiji, por 5 marcas.

Outro estudo desenvolvido por Butterfield (2007) foi realizado para identificacdo
de resisténcia ao carvao e a broca-da-cana (Eldana saccharina). Ele utilizou 275
marcadores RFLPs e 1056 AFLPs em 77 genotipos, onde observou 16% da
variacdo fenotipica a resisténcia da cana-de-agUcar ao carvdo explicada por 64
marcas e 20% da variacdo fenotipica a resisténcia a broca-da-cana explicada por
115 marcas.

Morais (2013) estudou marcadores EST-SSR, TRAPs, AFLPs e marcadores
direcionados ao retrotransposon sclvana_1l em uma progénie com 188 gendétipos
provenientes do cruzamento entre “IAC66-6" e “TUC71-7”. Com este estudo, foram
observados oito QTLs associados a resisténcia ao carvao, seis deles relacionados a
diminuicdo da suscetibilidade e dois ao aumento, explicando individualmente de
3,4% a 5,7% da variacdo fenotipica. Identificou ainda o marcador PALA1350,
associado a um QTL com efeito negativo no fendtipo no primeiro ano de avaliacéo e

no comportamento médio dos gendtipos considerando os dois anos.

4 MATERIAL E METODOS

4.1. Caracterizacdo da populacdo de mapeamento

O material vegetal foi constituido de uma progénie F; composta de 238
individuos oriundos do cruzamento bi-parental SP81-3250 x RB925345. Esta
populacdo integra o Programa de Mapeamento Genético do Laboratério de
Biotecnologia de Plantas do CCA/UFSCAR que envolve tanto a estratégia de
mapeamento convencional (populagdo bi-parental, apresentada aqui nesta
pesquisa) como a de mapeamento associativo. Essa progénie foi avaliada para
caracteristicas de importancia econémica da cana-de-agucar por 3 anos agricolas
em duas localidades do estado de Sao Paulo (BALSALOBRE et al., 2016). A
variedade RB925345 é susceptivel ao carvao e a variedade SP81-3250 resistente a

doenca.

4.2. Analises moleculares

4.2.1. Extragao e quantificagcdo de DNA
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Amostras de colmos dos 238 individuos da progénie F; assim como dos dois
genitores foram coletadas em campo, em duplicata e levadas ao Laborat6rio de
Biotecnologia de Plantas, localizado no CCA/UFSCar. O DNA total foi extraido a
partir do palmito da cana-de-acgucar, seguindo o protocolo de Aljanabi et al. (1999).
Depois de extraidos, os DNAs foram quantificados por eletroforese horizontal em gel
de agarose 1%, e entdo, foram diluidos para concentracéo final de 100 ng/pL™ com

tampéo TE (Tris-HCL e EDTA) e armazenados em freezer -80°C.

Figura 4. Extracdo de DNA. a) parte do colmo de cana-de-agUcar retirado do campo, b)
palmito da cana-de-agucar para extracdo, c) cadinhos e bisturis: utilizadas para o processo
de maceracdo mecanica, d) processo de maceracdo palmito para posteriores etapas de
extracdo do DNA. Fonte: arquivo pessoal

4.2.2. Genotipagem dos marcadores moleculares microssatélites

A genotipagem dos marcadores microssatélites foi realizada durante a tese de
doutorado da Melina Mancini (MANCINI, 2014). No presente trabalho, novos
marcadores microssatélites foram avaliados na progénie F1 e acrescentados
agueles ja avaliados por Mancini (2014). No total foram utilizados 99 pares de
primers de microssatélites, sendo 82 oriundos de microssatélites expressos (EST-
SSR), e 17 microssatélites genémicos (gSSR) (ANONI et al., 2014; BANERJEE et
al., 2015; GADALETA et al., 2011; HU et al., 2011; MANCINI, 2014; ZHOU et al.,
2015). Estes locos foram genotipados em toda a populacdo de mapeamento e nos
genitores.

As amplificagbes de DNA foram realizadas no termociclador Mastercycler
Gradient (Eppendorf) em volume final de 20 uL, contendo 40 ng de DNA molde, 0,50
unidade de Taq DNApolimerase (Invitrogen), 10X tamp&o PCR (10 mmol.L™ Tris-HCI
e 50 mmol.L™* KCI) , 100 pmol.L™ de cada dNTP, 0,20 pymol.L™ de primer forward,
0,20 pymol.L ! de primer reverse, 2 mmol.L™ de MgCl, e agua ultrapura. A PCR foi
realizada com uma desnaturacao inicial de 94°C por 3 minutos, seguido de 30 ciclos
composto por: uma desnaturacdo de 94°C por 1 minuto, hibridizacdo por 1 minuto
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(temperatura de hibridizacdo de acordo com cada primer), extensdo a 72°C por 1
minuto. Realizada elongacéo final a 72°C por 3 minutos (OLIVEIRA et al., 2009).

Ao produto da PCR, foram acrescentados 12 pL de tampado desnaturante
(formamida contendo 0,8 mmol.L™ de EDTA, 10 mg de azul de bromofenol e 10 mg
de xileno cianol) e em seguida aquecido a 94°C por 5 min para que ocorresse a
desnaturacdo das fitas de DNA. Logo apdés o processo de desnaturagdo, as
amostras foram imediatamente colocadas em gelo. A separacdo dos fragmentos foi
realizada em gel de poliacrilamida 6% em cuba vertical, 30x42 cm da C.B.S.
Scientific, por 3 horas com fonte de energia elétrica a 60 W para cada placa.
Posteriormente foi corado com nitrato de prata de acordo com Creste et al. (2001). A
fixacdo do gel foi feita por imersdo em solucdo de etanol 10% e acido acético 1%,
agitando por 10 minutos, seguida de lavagem com agua destilada, durante 1 minuto.
Depois, foi realizada a oxidacdo, em solucdo de acido nitrico 1,5% durante 3
minutos, seguido por lavagem com agua por 1 minuto. A impregnacao foi realizada
com agitacdo em solucdo de AgNO3 0,2% por 20 minutos, seguida de lavagem com
agua destilada. Para revelar o gel, foi utilizada solugdo com 30 g.L™ de Na,COs e
500 pL de formaldeido, com volume final de 2L. Sendo que 1L foi utilizado
inicialmente até comecar a aparecer os fragmentos, a solucao é entdo descartada e
o outro litro adicionado para finalizar o processo, que ocorre sob agitacdo das
placas. Por fim, o gel foi colocado em solucado blogueio, com &cido acético 5%, por 8
minutos e lavado em agua por 3 minutos.

Finalizada a revelac&o do gel, ele foi mantido em suporte em posicao vertical em
lugar seco e arejado. Apds seco, foi realizada a genotipagem por meio de leitura
visual dos fragmentos gerados pelos marcadores, com auxilio de fonte de luz
branca, permitindo a genotipagem. Esta foi feita a partir de um sistema binario,
indicando presenca ou auséncia de bandas em um determinado genétipo. Os géis
foram avaliados visualmente e os seus dados foram transferidos para uma planilha
do programa Excel para construgdo posterior de uma matriz. As marcas que
apresentaram segregacao 1:1, foram classificadas como “D1” (ao x 00), quando
alelo se faz presente no genitor SP81-3250; “D2” (0o x ao), quando alelo esta
presente no genitor RB925345 e as que apresentaram segregacao 3:1, classificadas
como “C” (a0 x ao), quando os dois genitores possuem presenca do alelo (WU et al,
2002).
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4.3. Avaliacao daresisténcia ao carvao na populacdo de mapeamento

4.3.1. Fonte do ind6culo e inoculacdo do fungo S. scitamineum

Os telidsporos utilizados no preparo da suspensdo para a inoculacdo foram
coletados na Estacdo Experimental de Valparaiso da UFSCar localizado em
Valparaiso — SP, regido com alta incidéncia do carvdo. Os teliosporos foram
coletados em diferentes épocas do ano, de diferentes talhbes, o que permite

representar variabilidade genética do patdgeno. Estes foram retirados das plantas e

mantidos em embalagens, contendo 10 gramas, e armazenadas a 4°C.

Figura 5. Obtencéo de esporos do S. scitamineum. a) plantas de cana-de-acglcar no campo
apresentando o sintoma da doenca, indicado por setas, na Estacdo Experimental de
Valparaiso - SP, b) separacdo dos chicotes nas plantas com doenca, c) chicotes, com
teliosporos da doenca.

A fim de realizar a inoculacao, foi feito o teste de viabilidade dos esporos. Os
esporos armazenados a 4°C foram entédo colocados em placas de petri com meio de
cultura agar-a4gar para que ocorresse a germinacdo. Posteriormente, foi contada
esta germinacdo em camara de Neubauer, sendo que as placas que apresentaram
germinacao de teliésporos igual ou superior a 80% foram utilizadas para preparo de
suspensdes. As suspensdes para inoculacdo foram feitas com agua destilada e 10
gramas de teliésporos, a mistura foi realizada até a suspensao ficar pastosa
(MORAIS, 2013). A inoculag&o ocorreu em dois periodos — manhd e tarde — até que
toda a populacdo e padrbées fossem inoculados. Em cada periodo, de cada dia, foi
feita uma nova suspensao a qual inoculava parte da populacdo e todos os padrdes
utilizados no experimento. Sendo assim, o experimento | possui 6 repeticbes de
padrdes porque ocorreu o processo de inoculagdo em 6 periodos, manha e tarde de

3 dias, e o experimento Il possui 7 repeticbes ter sido necessario preparar a
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suspensao de inoculagédo 7 vezes, 4 manhas e 3 tardes de inoculagdo para ser
inoculada toda a populacao.

Sendo assim, além da progénie F1 e os genitores, cada repeticdo continha
variedades padrées que tem a reacédo ao fungo causador do carvao ja conhecidas,
sendo elas: Co-740 (suscetivel), IAC66-6 (suscetivel), NA56-79 (intermediaria),
CB49-260 (intermediéaria) e CB41-76 (resistente). Também foram incluidas em cada
repeticdo dos experimentos as variedades RB925345, SP81-3250 e RB867515.

A inoculacéo artificial seguiu com a metodologia de injecdo, a qual foi realizada
com objeto feito de tubo de caneta e contendo duas agulhas, que foram imersas na
suspensao pastosa. A aplicacao ocorreu na base das gemas, em diagonal. Cerca de
100 toletes, contendo uma gema de cada genotipo, foram inoculados com a
suspensao. Posterior a inoculagdo os toletes foram plantados em duas bandejas,
com 50 toletes em cada e substrato organo-mineral “Plantmax”, conforme Figura 6.

As inoculacbes foram realizadas e em seguida as bandejas com a serem
avaliadas foram levadas a casa de vegetacdo, 0 mesmo ocorreu para 0s dois
experimentos. Inicialmente, em casa de vegetacdo fechada com gas ligado para
aguecer o ambiente, mantendo-o com uma temperatura de 28-31°C sendo esta
temperatura considerada Otima para as plantas germinarem (BOLDRINI, 2016;
BUENO, 2010; BHUIYAN et al., 2012; QUE et al.,, 2014) até que as plantas
comecassem a crescer. Esta etapa durou um més e entdo as bandejas com o0s
genodtipos foram transferidas para casa de vegetacdo com controle apenas de
umidade, ocorrendo a irrigagao por aspersao durante 10 minutos, trés vezes ao dia e

a temperatura a ambiente.
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Figura 6. Processo de inoculagdo do fungo S. scitamineum iniciado em a) recipiente
contendo 10g de telidsporos armazenados em silica, b) teliésporos colocados em béquer, ¢)
mistura de teliosporos com &agua destilada, d) suspensdo viscosa, €) suspensdo de
inoculagéo pronta e dividida em béqueres, f) inoculacdo na base da gema das plantas por
injecdo de teliésporos, g) plantacdo de toletes inoculados em bandejas, h) bandejas com
substrato e minimo de 50 toletes inoculados de cada gendétipo plantados.

As avaliagbes da doenca foram realizadas em dois periodos: Experimento | -
novembro de 2013 até setembro de 2014, e Experimento Il - maio de 2015 até
fevereiro de 2016. O delineamento experimental foi de blocos casualizados com
duas repeticdes, sendo que cada repeticdo foi constituida de uma bandeja contendo
50 gemas.

Assim que o material foi transportado para a casa de vegetacdo em que
ocorreram as avaliagdes — com temperatura ambiente e irrigagdo de 10 minutos de
duas a trés vezes ao dia —, foi anotado o numero de gemas germinadas por bandeja.
A avaliacdo do carvao foi realizada através da contagem semanal do numero de
chicotes em cada genotipo considerando as duas repeticdes ao longo de 25
avaliacbes consecutivas (BHUIYAN et al., 2010; BOCK, 1964; BURNER,;
LEGENDRE, 1993; MAGAREY et al.,, 2005; MORAIS, 2013; RAGO et al., 2009).
Apés a contagem, as plantas contendo os chicotes foram imediatamente retiradas
por inteiro e queimadas. A incidéncia de carvdo foi anotada em relacdo aos dias
apos a primeira avaliacdo, sendo esta 0 e seguiu por 263 dias no primeiro
experimento e 198 dias no segundo experimento. Os valores em dias foram
convertidos para niamero de avaliacao para melhor analise e que foram de 1 a 25
avaliacdes. O experimento | teve duracéo de 10 meses, e o experimento Il, 9 meses,
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ambos iniciaram as avaliagbes a partir do surgimento do primeiro chicote, o qual

ocorreu dois meses apos a inoculacdo do S. scitamineum, em ambos experimentos.

4.3.2. Avaliacao daresisténcia

Para analisar a resposta de resisténcia ao carvao foram utilizados os dados da
incidéncia de chicotes por gendtipo da progénie F1 nas duas repeticdes, em casa de
vegetacdo semanalmente. Foram totalizadas 25 avaliagdes. Com base nessas
informacdes foi possivel para observar o progresso da doenca e também calcular a
area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD - Area Under Disease
Progression Curve). Os calculos de area foram realizados a cada avaliacdo, até
chegar ao fim do ciclo de leituras, para os dois anos de experimentos,
separadamente.

O calculo da é&rea abaixo da curva de progresso da doenca foi realizado pelo
programa estatistico R, utilizando a equacado desenvolvida por Campbell e Madden
(1990):

n-1 +
% * (ti+1 o tu) (équagaol)

AACPD=Y)_

Onde n € o numero de avaliagdes no ciclo e y o valor de incidéncia da doenca
em um tempo t.

Com o calculo de AACPD, os dados foram preditos pelo melhor preditor linear
nao viesado (Best Linear Unbiased Prediction - BLUPS) que foram utilizados para
calculo de parametros genéticos, como variacdes (genética e ambiental) e
herdabilidade. Para isto, foi utilizado o programa para analises genéticas Genstat
(PAYNE et al., 2009). A herdabilidade foi calculada para o sentido amplo de plantas

individuais, seguindo as equacdes:

oo Vo .o Ve

h2 = h2=——==—— (equagbes 2 e 3)
VstV Ve
(\/G+ 2
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Onde h? é a herdabilidade no sentido amplo de plantas individuais, Vg é a
variancia genotipica e Vg é a variancia ambiental (FALCONER; MACKAY, 1996), a
equacao 2 representa a herdabilidade no sentido amplo de plantas individuais e a
equacao 3, herdabilidade no sentido amplo de plantas individuais em média, sendo

considerada as duas repeticbes do experimento.

4.4. Construcao de mapa e mapeamento de QTL

Os dados coletados da genotipagem dos marcadores moleculares microssatélites
foram utilizados a fim de construir o mapa genético. Aplicou-se o teste qui-quadrado
ao nivel de significancia 5% e correcdo de Bonferroni para identificar segregacao
dos marcadores e analisar quais estdo de fato ligados, por meio da analise de
verossimilhanca, para poder seguir com passo de construcdo de mapa, a
segregacao esperada era de marca unica (1:1 ou 3:1). Apos verificar a segregacao
dos marcadores e se estédo ligados, determinou-se a ordem em que apareciam, em
seus respectivos grupos de ligacdo e de hom(eo)logia. Analises e construcao de
mapa foram realizadas pelo programa estatistico R, utilizando pacote OneMap
desenvolvido para construcdo de mapa integrado com cana-de-acucar,
considerando um LOD score de 5 e fracdo de recombinacao de 0,32 (MARGARIDO
et al., 2007; MORAIS, 2013; MANCINI, 2014; GARCIA et al., 2006). O mapa de
ligacdo foi desenhado pelo programa MapChart (VOORRIPS, 2002).

Para procurar associacdo entre genétipo e fendtipo, os marcadores moleculares
SSR e dados fenotipicos de avaliacdo do carvdo (AACPD), foi utilizado o programa
R. A busca por associacdo foi realizada utilizando a abordagem de marca simples
(SM), a mais simples e que nao utiliza o mapa de ligacdo para a deteccao de
associacdo (DOERGE, 2002; EDWARDS et al., 1987; LYNCH; WALSH, 1998). Esta
€ abordagem mais adequada para este estudo pelo fato de estarmos trabalhando

com mapa de ligagdo com poucas marcas associadas.
5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Genotipagem da populacgéo, analise da segregacédo dos locos e
construcdo do mapa de ligagcéo
Os dados obtidos na genotipagem da progénie F; na analise de segregacao dos

marcadores microssatélites e na construcdo do mapa estdo expostos na Tabela 1.
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Foi genotipada uma progénie de 238 individuos e genitores com um total de 99
marcadores microssatélites (SSR), sendo 82 EST-SSR e 17 SSRg perfazendo uma
meédia total de aproximadamente 4 alelos por loco.

Foram geradas 450 marcas, sendo 374 polimérficas (83% de marcas
polimérficas). De um total de 374 marcas polimérficas obtidas na populacdo de
mapeamento (241 individuos), 45% (168 marcas) foram classificadas como “D1” ou
“‘D2” e 23% (88 marcas) apresentaram segregacao 3:1. As 118 marcas (32%) néo
apresentavam este tipo de segregacdo esperada. Foi feita a analise de segregacéao
com célculo de qui-quadrado corrigida pelo método de Bonferroni em todas as 374
marcas SSR, e foram descartadas 118 marcas que nao segregavam cOmo O

esperado (dose Unica, 3:1 ou 1:1) (Tabela 1).

Tabela 1. Segregacdo das marcas obtidas para a populacédo do cruzamento entre as
variedades de cana-de-acucar SP81-3250 e RB925345

Fragmentos
Numero de marcas amplificadas 450
Numero de marcas polimérficas 374
#Dose-Unica (1:1) 168
® Dose-Unica (3:1) 88
Numero total (1:1 e 3:1) 256
NuUmero de marcas com distor¢cao 118
Numero de marcas nao ligadas 128

% Marcas presentes em apenas um dos genitores, com segregacédo 1:1 na populacéo de
mapeamento
® Marcas presentes nos dois genitores, com segregacéo 3:1 na populacdo de mapeamento

Para a constru¢cdo do mapa de ligacdo, separando-os em grupos de ligacao, foi
utilizado valor LOD de 5 e fracdo de recombinacéo de 0,32. Valores bem préximos a
este LOD e fracdo de recombinacdo foram utilizados em outros trabalhos para
construcédo do mapa de ligagdo como os usados por Aitken et al (2005), Garcia et al
(2006), Mancini (2014), Morais (2013), Oliveira (2007), Raboin et al (2006) também
na construcéo de mapa para cana-de-acucar. Com isso, do total de 256 marcas que
apresentaram segregacdo esperada de dose uUnica (1:1 ou 3:1), apenas 128 foram
utilizadas na construcéo do mapa. Foram gerados 49 grupos de ligacdo (GL), sendo
gue 30 deles possuiam duas marcas, 13 possuiam trés marcas, 4 GLs possuiam 4

marcas, 1 GL com cinco marcas e 1 GL com oito. Nos grupos que continham de 2 a
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5 marcas, foi utilizado o comando compare para ordenacgdo, enquanto o grupo com 8
marcas foi ordenado utilizando o comando order. O mapa de ligacéo foi construido
utilizando o programa estatistico R, com auxilio do pacote OneMap (OLIVEIRA et al,
2007).

O mapa de ligagéo construido foi constituido por 49 grupos de ligagdo (Figura 1).
O mapa possui comprimento total de 1297,68 cM, com distancia media de
marcadores adjacentes de 26,5 cM. O menor de grupo de ligacdo foi o GL 49 com
3,87 cM de comprimento, ao passo que o GL 1 foi o maior grupo de ligagdo com
147,15 cM. Das 11 novas marcas desenvolvidas neste trabalho, 4 foram alocadas
para a constru¢cdo do mapa de ligacdo e foram incluidas em trés grupos de ligacéo,
sendo que duas marcas permaneceram no GL 1, uma originada pelo genitor
RB925345 e uma por ambos o0s genitores; uma marca no GL 3 com origem no
genitor SP81-3250 e uma marca no GL 12 oriunda de ambos os genitores. Metade
das marcas que tinham a segregacdo esperada MDU, nao foi utilizada para a
construcdo deste mapa genético. Isto ocorreu pelo fato de que houve grande
namero de dados perdidos. Na literatura ha outros trabalhos que também fizeram
construcdo de mapa de ligagcdo integrado de cana-de-agucar utilizando marcadores
SSR. Garcia et al. (2006) utilizaram a progénie de um cruzamento entre duas
variedades comerciais e construiram mapa de ligagdo com uso do programa
denominado OneMap. Para a construgcdo de mapa de ligagcédo foram utilizadas 1118
marcas simples geradas por marcadores moleculares RFLP, SSR e AFLP. O mapa
final foi montado com 357 (32%) marcas ligadas, sendo elas 57 RFLPs, 64 SSRs e
236 AFLPs.

No trabalho desenvolvido por Oliveira et al. (2007), foi utilizada uma populacéo
oriunda de um cruzamento entre variedades comerciais para constru¢cdo de mapa de
ligagdo. Foram utilizados 149 marcadores EST-SSR e 10 EST-RFLP, os quais
geraram 2303 marcas polimorficas, em que 1669 eram marcas simples das quais
664 (40%) se ligaram para construcado do mapa. Palhares et al. (2012) utilizaram 685
marcas AFLP, 220 marcas EST-SSR e 87 marcas sclvana_1 as quais 535 AFLP,
130 EST-SSR e 65 sclvana_1 eram marcas de dose simples, com um total de 730
marcas MDU. Destas, 546 (75%) ligaram para a construcdo do mapa de ligacéo,
sendo 395 AFLPs (74%), 95 EST-SSR (73%) e 56 sclvana_1 (86%).
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Figura 7. Mapa de ligacdo integrado de cana-de-aclUcar com base na progénie do
cruzamento de SP81-3250 e RB925345. A direita estdo os nomes dos marcadores com as
siglas D1, para marca de origem do genitor SP81-3250, D2 para marca de origem do genitor
RB925345 ou C para marca de origem em ambos o0s genitores. A esquerda, 0s nimeros
correspondem as distancias em que as marcas se encontram no mapa, em cM.

(continua)
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Figura 7. Mapa de ligacdo integrado de cana-de-aclUcar com base na progénie do
cruzamento de SP81-3250 e RB925345. A direita estdo os nomes dos marcadores com as
siglas D1, para marca de origem do genitor SP81-3250, D2 para marca de origem do genitor
RB925345 ou C para marca de origem em ambos 0s genitores. A esquerda, 0s nimeros
correspondem as distancias em que as marcas se encontram no mapa, em cM.

(concluséo)
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Pastina et al. (2012) utilizaram também como populagdo de cruzamento uma
progénie oriunda do cruzamento entre duas variedades pré-comerciais para
construcdo de mapa de ligacdo e busca de QTL. Foram usadas 741 marcas
moleculares, sendo elas 188 RFLPs, 37 EST-RFLPs e 516 EST-SSR. Destas, 317
marcas (42,8%) foram mapeadas. Aitken et al. (2005) utilizaram como populacao de
mapeamento a progénie de duas variedades da Australia e 1075 marcas (AFLP,
RAF e SSR). Mancini (2014) mapeou a mesma populacdo deste trabalho com
marcadores 254 EST-SSR e 31 SNPs, totalizando 285 marcas moleculares, das
quais 163 (57%) foram ligadas.

O mapa de ligacdo desenvolvido por Mancini (2014) com a mesma populacao de
mapeamento e com grande parte das marcas que foram utilizadas neste trabalho —
com a inclusdo de SNPs —, também apresentou uma baixa cobertura do genoma da
cana. Como resultado, foram construidos 50 grupos de ligagdo, com um total de 163
marcas ligadas, com cobertura de 2147,6 cM. Mesmo com a definicdo de grupos de
ligacdo proximos, o mapa desenvolvido neste estudo, utilizando a mesma
populacdo, as mesmas marcas SSR (com 2 marcadores adicionais) apresentou
menor cobertura do genoma da cana-de-acUcar do que o mapa de ligacédo
desenvolvido por Mancini (2014). Possivelmente isto foi observado pela diferenca de
critérios abordados na escolha da constru¢cdo do mapa, como valores de LOD e
fracdo de recombinacédo, que foram valores maiores do que neste estudo. Com isso
verifica-se a necessidade de maior saturacdo do mapa, que € possivel aumentando
0 numero de marcadores moleculares utilizados na construcdo do mapa e com
aumento também da diversidade de tipos de marcadores.

Pode-se dizer que o mapa desenvolvido neste trabalho ndo revelou maiores
informacdes sobre 0 genoma da cana-de-acUcar e assim se apresenta ao verificar
0S mapas desta cultura presentes na literatura (AITKEN et al., 2005; GARCIA et al.,
2006; MORAIS, 2013; OLIVEIRA et al., 2007; PALHARES et al., 2012; PASTINA et
al.,, 2012; RABOIN et al., 2006). Porém, ainda assim, foi possivel associar um
marcador SSR aos dados de avaliagdo da resisténcia em um dos experimentos, na
avaliacdo realizada no verdo, periodo climatico que favorece a doenca. Esta
associacdo podde ser vista quando a metodologia de marcas simples (SM) foi
utilizada para a de busca por associacbes e esta metodologia ndo faz uso de um

mapa prévio de ligacéo.
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5.2. Analise fenotipica

Os 238 gendtipos da progénie F; foram avaliados para a incidéncia de carvao
nos dois experimentos, juntamente com 0s genitores e variedades padrdes. Na
figura 8 esta representada a reacdo ao fungo S. scitamineum em seis diferentes
gendtipos da progénie F; de cana-de-acucar (MS07-710, MS07-664, MS07-938,
MS07-949, MS07-681 e MS07-815) escolhidos aleatoriamente. Pode se observar
gue a doenca se manifestou em diferentes momentos, representados em dias. Foi
possivel observar ainda o comportamento de genoétipos resistentes (MS07-710 e
MS07-664) e gendtipos suscetiveis (MS07-938, MS07-949, MS07-681 e MS07-815).

Sendo assim, esta incidéncia representada em duas repeticbes e dois
experimentos indica que, dos individuos exemplificados, MS07-710 e MS07-664 ndo
apresentaram a doenca em nenhuma das repeticbes dos dois experimentos, ou
seja, ndo apareceu carvao em nenhum momento do experimento. Para os genoétipos
MS07-938 e MS07-949, o carvdo se manifestou nas duas repeticdes, mas apenas
em um ano do experimento, no experimento | e experimento Il, respectivamente.
Nunca nos dois experimentos simultaneamente. J& para os gendétipos MS07-681 e
MS07-815 a doenca ocorreu em todas as repeti¢cdes, dos dois experimentos.

A incidéncia foi dada pelo valor cumulativo em que ocorreu a doenga no decorrer
dos dias, conforme sugerido pela férmula do calculo de AACPD e utilizado também
em outros estudos (BERGAMIN, 1995; CAMPBELL; MADDEN, 1990; MORAIS,
2013; RAGO et al.,, 2009). Utilizando como exemplo o genétipo MS07-681, foi
possivel observar que os primeiros sinais da doenga comecaram a surgir no
experimento | com 20 dias apds o surgimento do primeiro chicote (ap6s os dois
meses em que ndo havia sintoma da doenca), nas duas repeticdes. Enquanto no
experimento Il, apenas ap6s 100 dias de avaliacdo houve o surgimento do primeiro
chicote. Enquanto no experimento | a incidéncia aumentava com o tempo, O
experimento Il apresentou a doenca tardiamente ao atingir a condicdo ideal de

temperatura para o desenvolvimento do patdégeno, ao passar pelo verao.
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Figura 8. Incidéncia de S. scitamineum em gendtipos da progénie F; obtida com o
cruzamento entre SP81-3250 e RB925345 em casa de vegetacao (experimento I: 253 dias e
experimento II: 198 dias). As cores indicam as repeticdes: em vermelho esta representada a
primeira repeticdo do experimento |, laranja, segunda repeticdo para experimento |; roxo
primeira repeticdo no experimento Il e verde, segunda repeticdo no experimento Il.

Ao observar a incidéncia da doenca nos padrdes e genitores (Figura 9), nos dois

experimentos, foi possivel notar que o experimento | apresentou maior incidéncia da

doenca assim que surgiu o primeiro chicote, dois meses ap0s a inoculagédo e exatos

64 dias apos a inoculagéo. Estudo realizado por Carvalho et al. (2016), apresenta
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resultado préximo a este, em que o primeiro chicote foi observado com 76 dias ap6s
a inoculacdo do carvao por injecao de teliosporos. No experimento | deste trabalho,
0s picos de incidéncia da doenca foram atingidos nos primeiros dias de avaliacao,
ocorrendo uma estabilizacdo desta incidéncia com 60 a 140 dias de experimento,
apos a primeira avaliagdo. Este processo ocorreu para todos os padrdes utilizados,
independente de suas respostas jA& conhecidas a doenca (intermediaria ou
suscetivel).

No experimento I, conforme foi observado em todos os padrdes utilizados, ndo
ocorreram valores elevados da doenca nos primeiros dias, apos o surgimento do
primeiro chicote na populacdo de estudo. Sendo que esta incidéncia cresce, em
todos os padrdes avaliados, a partir de 100 dias de avaliacdo. O mesmo foi
observado em toda a populagcdo em estudo, independente da resposta ao S.
scitamineum das variedades (intermediaria ou suscetivel). Foi possivel observar
entdo, a partir dos padrbes utilizados que o experimento | apresentou maior
incidéncia do que o experimento Il, 0 mesmo ocorreu com a progénie F; em estudo.
Ainda sobre a incidéncia, notou-se que o genitor SP81-3250, utilizado como o
resistente neste trabalho apresentou doenca no experimento Il, sendo possivel dizer
que neste genitor possui alelos de suscetibilidade a doenca.
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Figura 9. Incidéncia de S. scitamineum nos genitores, SP81-3250 e RB925345, e 6
variedades padrdes em casa de vegetacao, ao longo de 253 dias para o experimento | e 198
dias para o experimento Il. Em vermelho estd4 representado o experimento | com 6
repeticbes de padrbes, e em azul o experimento Il com 7 repeticbes de padrdes, conforme o
namero de preparo de suspensao para inéculo em cada experimento.
(continua)
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Figura 9. Incidéncia de S. scitamineum nos genitores, SP81-3250 e RB925345, e 6
variedades padrbes em casa de vegetacao, ao longo de 253 dias para o experimento | e 198
dias para o experimento Il. Em vermelho esta representado o experimento | com 6
repeticbes de padrbes, e em azul o experimento Il com 7 repeticbes de padrées, conforme o
namero de preparo de suspenséo para inéculo em cada experimento.

(concluséo)

A diferenca de resultados da incidéncia da doengca em cada um dos dois
experimentos em casa de vegetacéo pode ser justificada pelo fato de eles ocorrerem
em diferentes condigBes de temperatura durante as suas realizacfes. Foi possivel
observar melhores resultados, ou seja, maior incidéncia da doenga no experimento
montado em Novembro/2013 e o qual iniciaram as avaliagbes com surgimento do

primeiro chicote em Janeiro/2014. Por ser verdo, é a época em que a doenga possui
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melhores condi¢des climaticas para seu desenvolvimento, pois clima quente e Umido
€ 0 ideal para a germinacdo e desenvolvimento do S. scitamineum, como
demonstrado por RABOIN et al. (2003). Ja o experimento Il foi montado apds o
verao, no outono e suas avaliacdes tiveram inicio no final do inverno. Neste clima as
condi¢cdes ndo sdo favoraveis para o desenvolvimento da doenca, havendo um
decréscimo e/ou 0 seu ndo surgimento, mesmo nas variedades suscetiveis. As
baixas temperaturas registradas no inicio do experimento Il somadas a alta umidade
— por esta ser fixa e controlada — podem resultar na germinagdo dos esporos que,
entretanto ndo conseguirem se desenvolver para a sua proxima estrutura, a qual
possui temperatura 6tima para desenvolvimento de 312C (BERGAMIN et al., 1995;
BOCK, 1964; BHUIYAN et al., 2012). O mesmo ocorreu em estudo realizado por
LUBBERSTEDT et al. (1999), ao realizar experimento com o carvdo em milho. As
avaliacdes ocorreram em quatro anos consecutivos, em campo e, em trés deles, o
nivel de infecgéo foi similar. Porém, em um dos anos houve uma temperatura menor
e com maior precipitacdo em comparacdo aos outros anos e, justamente neste, a
incidéncia da doenca foi muito baixa.

A Figura 10 apresenta a relacdo entre temperatura e incidéncia do S.
scitamineum durante todo o experimento, desde o dia de inoculacdo até a 252
avaliacdo. Foi observado que em temperaturas mais elevadas atingidas no
experimento — em torno de 27°C e 28°C — a incidéncia da doenca na populacdo de
estudo foi maior. Sendo assim, o experimento |, que apresentou maior incidéncia em
relacdo ao experimento I, valores maiores de ocorréncia da doenca, foram
encontrados com temperaturas em torno de 27,2°C. A medida que a temperatura
decresceu, diminuiu também a incidéncia da doenca.

No experimento Il, na décima avaliacdo a temperatura comeca a subir e o
experimento atinge um de seus picos maximos, com 27,55°C. Em seguida, na
décima terceira avaliagcdo, o que corresponde a 90 dias ap0s o0 surgimento do
primeiro chicote, a incidéncia comecou a aumentar, sendo esse crescimento da
incidéncia com 100 dias, como observado na figura 9. O segundo auge de maxima
média ocorrida no experimento Il é observado na avaliagdo 21, com 28,15°C. Sendo
gue no segundo experimento o maximo de incidéncia ocorre na décima sétima

avaliacao.
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Figura 10. Registro da temperatura média semanal a partir do periodo de inoculacdo dos
toletes de cana-de-acucar com o fungo S. scitamineum até as avaliacdes de incidéncia da
doenca. O periodo das avaliagbes da doenca comecam em 0 e foi até 25.

Ao observar ainda, a figura 10, é possivel constatar que o experimento | obteve
desde o momento da inoculagdo, temperaturas mais propicias para o
desenvolvimento do fungo. Inicialmente, teve o inicio com temperaturas de 21°C,
aumentando para 26°C, com 3 semanas antes do surgimento do primeiro chicote e
obtendo seu maximo na semana avaliacdo 0 e 1, com 27,1°C. Isto condiz com a
literatura pelo fato de ser descrito que a temperatura 6tima para a germinagao e
desenvolvimento do S. scitamineum € em média de 25°C (BUENO, 2010; BHUIYAN
et al., 2012). Os picos de incidéncia, no experimento | se mostraram nas avaliacfes
3 e 4, apds 3 semanas das temperaturas mais elevadas.

Ainda na figura 10, o experimento Il, as temperaturas ap6és o momento de
inoculacdo foram muito baixas, sendo essas menores que 20°C. Passando a 23°C
na avaliacdo 3 e desde entdo atingindo maiores temperaturas. A maxima atingida no
experimento Il € de 28°C na avaliacdo 21 e o pico de incidéncia ocorrido neste
experimento é na avaliacdo 18, apds 8 semanas 0 experimento atingir a segunda
maior temperatura, de 27°C. Ainda assim, a incidéncia comeca a aumentar a partir
desta temperatura, como dito anteriormente para o0 experimento, foram as
temperaturas mais altas alcangcadas e que propiciaram o desenvolvimento do fungo

e surgimento do sintoma/sinal do carvéao.
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O calculo da AACPD para cada individuo foi realizado a partir da area que se
formou abaixo da curva de progresso da doenca. Outros trabalhos que estudam a
doenca do carvao em cana-de-agUcar também utilizam o calculo da area abaixo da
curva de progresso da doenca (AACPD) para analise de resisténcia da planta a
doenca (MORAIS, 2013; RAGO et al., 2009).

Como observado nas figuras 8 e 9, essas areas foram formadas com base na
incidéncia da doenca em relacédo ao tempo. Sendo assim, quando ocorre a doenca,
a area formada aumentou independente do surgimento de novos chicotes, mas
devido ao aumento do tempo de experimento. Quanto mais rapida a doenca se
manifesta, maior é a area calculada. O resultado destas &reas esta representado

nas Figuras 11 e 13, para o experimento | e Il, respectivamente.
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Figura 11. Distribuicdo dos valores de AACPD (BLUPs) na progénie F; oriunda do
cruzamento entre os genitores SP81-3250 e RB925345, representada a frequéncia de
genotipos com os valores da area calculada. Indicacdo da curva de tendéncia dos valores
de AACPD (BLUPs) e do nivel de suscetibilidade em relagdo a area. Como legenda, a
direita estdo os valores da area calculados para os genitores, no experimento I.

Em relacdo aos resultados gerados da doenca em cada genotipo no experimento
[, foi possivel observar uma maior frequéncia de individuos com baixa incidéncia da
doenca (cerca de 80% de individuos com AACPD abaixo de 1500). Assim, a

progénie F1 em estudo apresentou maior numero de gendtipos com baixo valor de
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AACPD, sendo estes resistentes (AACPD em torno de 500) e pouco suscetiveis
(AACPD 1000) ao carvdo. A frequéncia de gendtipos com valores altos de area
calculada € baixa, havendo nesta populacdo poucos genétipos com alta
suscetibilidade e com grande incidéncia (Figura 11). Foi possivel observar também
para este experimento os menores valores de AACPD foram similares & variedade
SP81-3250, utilizada como genitor resistente a doenga, visto que nos dados de
contagem do numero de chicotes os valores obtidos para este genitor foram iguais a
zero (sem chicotes ao longo das avaliacdes) (Figura 9). Porém, no histograma
(Figura 11) o mesmo ndo apresentou valor zero. Isso aconteceu porque para o
calculo da area da curva do progresso da doenca foram utilizados os valores de
BLUPSs, que consideram valores ndo apenas o efeito do fendtipo, mas também com
outras variaveis que podem interferir no experimento.

Também no histograma da Figura 11, foi observado que ocorreram genétipos com
valores de &rea calculada maiores do que do proprio genitor suscetivel utilizado no
cruzamento bi-parental para gerar a populacdo, o RB925345.

A AACPD calculada e corrigida para valores de BLUPs foram utilizadas para
calcular as correlagbes de todas as 25 avaliacdes no decorrer dos experimentos.
Estas correlacfes sdo visiveis pelos heatmaps gerados pelo programa estatistico R
(Figuras 12 e 14).
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As correlacdes entre as 25 avaliacbes para o experimento |, foram altas ao

ou seja, ndo houve diferenca significativa nos

tivas

considerar correlagdes consecu

resultados de uma avaliagdo para a outra, pois estavam altamente correlacionados.
No decorrer das avaliagdes, ao comparar a correlacdo de uma avaliacdo inicial com
uma mais distante, estas vao se distanciando significativamente. Esta diferenca é
observada pelo aumento progressivo da AACPD, com o surgimento de novos
chicotes com o passar do tempo. A partir da décima avaliacédo, as correlacdes entre

a

to semelhantes (Av.10 a Av. 25) até chegar

0es sao mui

~

as demais avaliag

final. Sendo estas correlagbes muito altas, em de 97% da Av. 10 com a 25

avaliacao

e a partir da Av.13. com 100% de correlacdo até a Av.25. Isto significa que o

~

7z

by

a vigésima quin

ao, pois os

ta avaliac

demais dados gerados foram semelhantes aos da décima semana.

experimento poderia ter sido finalizado anterior

Os parametros genéticos, obtidos pelos valores de AACPD (BLUPS) estdo

representados nas Tabelas 2 e 3, com os resultados dos experimentos | e I,
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respectivamente. O valor de herdabilidade no primeiro experimento é moderado
tanto na herdabilidade no sentido amplo de plantas individuais sozinhos quanto em
meédias ao considerar as duas repeticbes. Sendo que o valor de h? final € de 0,57.
Como as demais variaveis, a herdabilidade foi calculada para cada uma das 25
avaliacbes, sendo possivel observar grande amplitude entre a primeira e Ultima.
Porém, os valores de h2, variam da primeira a quarta avaliacdo em 0,15, da quarta a
sétima em 0,10 e da sétima a vigésima quinta em apenas 0,05, indicando que 0s
resultados se mantiveram constantes desde a sétima avaliacao.

A herdabilidade media foi de 0,22 da primeira a quarta avaliacdo, passando a 0,06
da quarta a sétima e de 0,06 da sétima a vigésima quinta avaliacdo. O valor de
herdabilidade ao ser considerado no fim do experimento, apds as 25 avaliacoes,
segue como da literatura (CHAO, 1990; MORAIS, 2013; RABOIN et al., 2003; WU et
al., 1988) no experimento |, demonstrando uma herdabilidade moderada para a
doenca.

No experimento Il a frequéncia de gendtipos com os valores de AACPD (BLUPS),
apresentou amplitude dos valores calculados para a area foi baixa, variando de 200
a 380, resultado da baixa incidéncia da doenga neste experimento (Figura 13). O
mesmo ocorreu ao observar os padrdes e genitores utilizados neste experimento
(Figura 9). Aléem do exposto, foi possivel ser notado que o genitor utilizado como
resistente neste trabalho apresentou doenca em um momento do experimento Il.

Logo, este genitor ndo € 100% resistente.
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Tabela 2. Estimativa da varidncia genética, variancia ambiental, influéncia da repeticao,
padrées e germinacdo e do coeficiente de herdabilidade no sentido amplo individual e em
média na progénie F; observada ao longo de 25 avaliagdes para incidéncia do carvao no

experimento |.

Avaliagao Variancia  Variancia  Repeticdo Padrées Germinacao h h2_ Média
genética ambiental  p-valor p-valor p-valor média
1 111 104,5 0,767 <0,001 0,01 0,10 0,18 7,61
2 92,9 516,4 0,405 <0,001 0,01 1,15 0,26 17,09
3 346 1480 0,08 <0,001 0,00 0,19 0,32 30,29
4 1403 4209 0,008 <0,001 0,00 0,25 0,40 54,59
5 2940 7316 0,002 <0,001 0,00 0,29 0,45 73,90
6 5280 11622 <0,001 <0,001 0,00 0,31 0,48 94,41
7 14598 27536 <0,001 0,002 0,01 0,35 0,551 145,91
8 17588 32477 <0,001 0,003 0,01 0,35 0,52 158,84
9 235556 42382 <0,001 0,005 0,01 0,36 0,53 183,09
10 30450 53880 <0,001 0,006 0,01 0,36 0,53 208,26
11 39749 68924 <0,001 0,009 0,01 0,37 054 237,64
12 49165 83881 <0,001 0,011 0,02 0,37 0,54 263,81
13 59729 100613 <0,001 0,014 0,02 0,37 0,54 291,30
14 84544 139356 <0,001 0,018 0,02 0,38 0,55 348,74
15 103057 167951 <0,001 0,019 0,03 0,38 0,55 386,82
16 133312 214524 <0,001 0,019 0,03 0,38 0,55 444,18
17 156764 250582 <0,001 0,019 0,04 0,38 0,56 484,64
18 176434 280851 <0,001 0,018 0,04 0,39 0,56 516,56
19 261196 408604 <0,001 0,016 0,05 0,39 0,56 636,51
20 334912 517148 <0,001 0,014 0,06 0,39 0,56 724,17
21 381952 586042 <0,001 0,013 0,07 0,39 0,57 774,93
22 461086 701288 <0,001 0,013 0,07 0,40 0,57 853,39
23 480851 729978 <0,001 0,012 0,07 0,40 0,57 871,86
24 591674 890394 <0,001 0,011 0,08 0,40 0,57 968,80
25 654578 980830 <0,001 0,011 0,08 0,40 0,57 1019,57

E possivel verificar que o menor valor de AACPD é em torno de 300 para o

primeiro experimento e 200 para o segundo, aonde se encontram 0s genotipos mais

resistentes, que em dados brutos de incidéncia equivalem a 0. O maior valor da area

calculada é de 4400, um valor acima do equivalente ao genitor suscetivel, que

apresentou valor igual a 1700 no experimento | e o experimento |l apresenta maior

valor com 380. Os dados tiveram amplitude de 4100 quanto ao calculo da area no

experimento |, entre extremos de resisténcia e suscetibilidade, de mostrando que

embora exista essa amplitude, os gendtipos da populagédo em estudo se concentram



40

em valores de areas menores, ou seja, apresentam-se como sendo uma populacao
com grande numero de gendtipos mais resistentes e tolerantes do que suscetiveis.

No experimento Il esta amplitude foi muito baixa, sendo de 180, o que nao diz
muito sobre a doenca. Isto pode ser justificado pelo fato de o segundo experimento
ter sido realizado em momento de temperaturas mais baixas, as quais nhao
favoreceram para que ocorresse a doenca (BOCK, 1964; CHANDIPOSHA, 2013;
LUBBERSTEDT et al., 1999; RABOIN et al., 2003; ZHAO, 2015).

O genitor suscetivel RB925345 apresentou resultados menores do que grande
parte de gendtipos da populacdo em estudo, no experimento |, 0 que indica que o
genitor escolhido como resistente, embora neste ano de avaliacdo nédo apresente
nenhum chicote durante o experimento em casa de vegetacdo, pode ter genes de
suscetibilidade a doenca. Ja no experimento I, como dito anteriormente, o genitor

considerado resistente, SP81-3250 apresentou uma baixa incidéncia de doenca.
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Figura 13. DistribuicAo dos valores de AACPD (BLUPs) na progénie F1 oriunda do
cruzamento entre os genitores SP81-3250 e RB925345, representada a frequéncia de
gendtipos com os valores da area. Indicagdo da curva de tendéncia dos valores de AACPD
(BLUPS) e do nivel de suscetibilidade em relagdo a area. Como legenda a direita estdo os
valores da area calculados para os genitores, no experimento Il.



41

hegaram a 100% na Av.10, ou no meio do

6es ndo c

~

No experimento Il, as correlag

experimento, se mantendo estavel com este valor de correlagdo antes do fim das

avaliagOes, ao contrario do que se viu no experimento |. Este heatmap demonstrou

qgue as correlacdes para este experimento Il sdo altas em um primeiro momento, da

Av.1 a Av.16,

Oes para ser

ao entre avaliag

~

da da correlag

a uma que

7

e a partir dai, h

alta novamente ao fim do experimento, nas avaliagbes 18 até a 25.

ao apenas aumentando, como observado no experimento

0es nao v

Estas correlag

I, ocorre o aumento de correlacéo da primeira a oitava avaliacdo, havendo entdo um

tir da décima, ocorrendo o menor valor de correlagdo na Av.17,

decréscimo a par

onde as correlagbes comegcam a aumentar. As correlacdes entre avaliacdes passam

a ser de alto valor na Av.19, indicando que os resultados a partir desta, ndo se difere

Assim como ocorreu no

com o das demais avaliacbes, até chegar a 252

13.

ao

experimento | a partir da avaliag

1
I

I

I
Lo
I

1

1

1

|
-
1

1

1

|
-
1

1

1

1
Lo
T

1

1

1

|
oo
1

1

1

1
.
1

1

1

1
Lo
T

1

|

1

|

L

-de-

das respectivas

40 em cana

de carv

oes

tre as avaliag

afica da correlacao en

acao gr

Figura 14. Represent

umero

-

tdo representadas na diagonal com o n

oes es

As 25 avaliag

acucar.

realizadas ao longo de 198 dias. As cores mais quentes representam maior distancia entre

as correlagbes. Em bege estdo valores de 1-0,95; amarelo claro 0,94-0,90; amarelo 0,89-

0,78; laranja claro 0,77-0,69; laranja 0,68-0,58 e vermelho 0,57-0,38.
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O valor de herdabilidade (h2) no experimento Il é baixo tanto na herdabilidade no
sentido amplo de plantas individuais quanto em médias ao considerar as duas
repeticbes contidas no experimento. Sendo que o valor de h2 media é de 0,09 e 0,05
em planta individual. Como as demais variaveis, a herdabilidade foi calculada para
cada uma das 25 avaliagcbes, sendo que a amplitude entre as avalia¢ées iniciais e
finais € muito pequena. Da primeira a vigésima quinta avaliacdo os valores de h?
variam em 0,05. A h2_médias possui amplitude igualmente baixa, variando em 0,09
durante todo o experimento, nas suas 25 avaliacbes. Este valor baixo na
herdabilidade foi causado pela baixa incidéncia que ocorreu no experimento I, uma
vez que a herdabilidade é calculada baseada na variancia genética (RAMALHO et
al., 1993), a qual foi igualmente baixa.

A incidéncia, ou seja, o valor de quantidade de chicote que surgiu a cada genaotipo
foi cumulativo para o calculo da area. As figuras 8 e 9 servem para melhor ilustrar o
progresso da doenca, sendo possivel observar que a area abaixo da curva de
progresso, sempre que apresenta a doencga, aumenta com o decorrer do tempo,
independente do surgimento de novos chicotes. Genétipos que demoram mais
tempo para expressar a doenca seriam entdo 0S menos suscetiveis, pois
apresentam uma area total final menor, em relacdo com aquelas que apresentaram
0 sintoma previamente e em maior quantidade. O mesmo foi observado para estudo

de Rago et al. (2009) ao utilizar a AACPD para o carvdo em cana-de-acucar.
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Tabela 3. Estimativa da variancia genética, variancia ambiental, influéncia da repeticao,

padrbes e germinacédo e do coeficiente de herdabilidade no sentido amplo individual e em

média na progénie F; observada ao longo de 25 avaliag6es para incidéncia do carvao no

experimento Il.

Avaliacao Variéfn.cia Variéncia Repeticdo  Padrdes Germinacao h2 h,z__ Média
genética ambiental meédia

1 0,00 3,55 0,08 0,25 0,47 0,00 0,00 0,34
2 0,03 21,90 0,05 0,46 0,46 0,00 0,00 0,79
3 0,59 69,84 0,04 0,62 0,35 0,01 0,02 1,31
4 2,20 148,20 0,03 0,75 0,29 0,01 0,03 2,05
5 4,90 268,40 0,04 0,83 0,25 0,02 0,04 3,06
6 7,90 402,80 0,04 0,86 0,23 0,02 0,04 3,93
7 11,80 598,50 0,04 0,89 0,23 0,02 0,04 4,94
8 17,10 893,00 0,05 0,91 0,25 0,02 0,04 6,10
9 23,00 1229,00 0,05 0,91 0,26 0,02 0,04 7,27
10 29,00 4230,00 0,06 0,89 0,26 0,01 0,01 8,27
11 41,00 1991,00 0,06 0,87 0,27 0,02 0,04 9,72
12 58,00 2549,00 0,07 0,86 0,28 0,02 0,04 11,17
13 88,00 3310,00 0,07 0,83 0,29 0,03 0,05 13,45
14 126,00 4184,00 0,07 0,78 0,30 0,03 0,06 16,39
15 155,00 4983,00 0,08 0,75 0,32 0,03 0,06 19,18
16 202,00 7017,00 0,10 0,68 0,36 0,03 0,05 27,58
17 315,00 9424,00 0,10 0,60 0,37 0,05 0,06 37,76
18 819,00 16477,00 0,08 0,48 0,39 0,05 0,09 61,57
19 1925,00 33963,00 0,08 0,31 0,43 0,05 0,10 103,06
20 2652,00 46842,00 0,08 0,24 0,45 0,05 0,10 127,87
21 3206,00 57415,00 0,08 0,21 0,46 0,05 0,10 146,01
22 3816,00 69353,00 0,08 0,19 0,46 0,05 0,10 164,53
23 4368,00 80747,00 0,08 0,17 0,47 0,05 0,10 180,73
24 5099,00 91668,00 0,09 0,16 0,47 0,05 0,09 202,84
25 6058,00 121526,00 0,09 0,14 0,48 0,05 0,09 231,09

A tabela 2 demonstra que todas variareis calculadas para aumentam a medida

que se aumenta o numero de avaliagbes, sendo este aumento observado com

significancia entre a primeira e ultima avaliacdes. A variavel "Repeti¢cdes” é a uUnica

gue tem alguma influéncia nos resultados, por se apresentar significativa a partir da

quinta avaliagédo a vigésima quinta, no experimento I. O mesmo né&o se repete para o

experimento I, onde esta variavel ndo se demonstra significativa.



44

No experimento Il a herdabilidade foi muito baixa devido a baixa incidéncia da
doenca durante todo o experimento, ndo sendo obtidas no experimento Il entéo,
informacdes significativas. Isto € justificado pelo fato da herdabilidade ser um célculo
qgue leva em consideracédo a variancia genética sobre a fenotipica (RAMALHO et al.,
1993), como observado na Tabela 3, a varidncia genética neste experimento foi
baixa por ter ocorrido pouca doenca. A herdabilidade moderada visto do ponto de
vista genético, neste caso explica pouco em relacdo a caracteristica de resisténcia
da cana-de-acucar a doenca do carvao, dado que se comprova pelo fato de a
variagdo genética ser bem menor do que a ambiental em ambos e durante todas as
avaliacdes (CHAO et al., 1990; MORAIS, 2013; RABOIN et al., 2003; WU et al.,
1988).

5.3. Mapeamento de QTL

A busca por associacédo entre os marcadores moleculares e valores de AACPD
foi realizada utilizando a metodologia de marca simples (SM) a qual ndo utiliza o
mapa de ligacdo para achar associacédo entre fenotipo e gendtipo. Foram utilizados
para este fim, todos os marcadores moleculares com segregacdo de marca simples
(1:1 e 3:1). Considerando a baixa saturacdo do mapa de ligacédo e a quantidade de
marcas simples que segregavam como o0 esperado, mas que nao ligaram no mapa
de ligacdo gerado, esta forma de buscar a associacao é a melhor metodologia para
este fim. Utilizando como limiar o LOD Score 3, com correcdo de Bonferroni a 5%,
um marcador molecular apresentou associagcao significativa para o primeiro estudo.
O marcador SCB370.1D1 apresentou associacao significativa da décima terceira
(102 dias) a vigésima quinta (263 dias de avaliacdo) avaliacdo, no primeiro ano do
experimento, sendo que a medida que a area abaixo da curva de progresso da
doenca vai aumentando (avaliagbes consecutivas), maior vai se tornando a
significancia da marca (Figura 15). No segundo ano do experimento, utilizando os
mesmos parametros adotados, ndo foi possivel observar associacdo significativa
entre fendtipo e gendtipo, conforme observado na Figura 16. Como dito
anteriormente, isto pode ser explicado pela baixa incidéncia da doenca ocorrida

neste experimento.
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Figura 15. Avaliacdo de marca simples para todos os marcadores microssatélites com
segregacdo de marca Unica (1:1 e 3:1), as marcas estdo indicadas na ordem em que
aparecem nos grupos de ligagdo. Os nuameros indicados abaixo sdo dos grupos de ligagéo,
seguidos de marcadores nao ligados. Na vertical estdo os valores de LOD Score com
correcdo de Bonferroni a 5%, indicando o valor limiar de LOD Score, 3. As cores indicam as
avaliagfes de 1-25. Também esté indicado o marcador que foi significativo.

O marcador molecular SCB 370 néo foi alocado nos grupos de ligacdo do mapa
genético. Este marcador € do tipo D1 e foi oriundo do genitor, SP81-3250, que é
considerado como genitor resistente. Isso pode indicar que a variedade apresenta
alelo de suscetibilidade a doenca, mesmo que neste experimento ela ndo tenha
emergido nenhum chicote. Embora, ao acrescentarmos o segundo experimento,
este genitor apresente incidéncia a doenca. Ainda neste experimento, ndo houve
surgimento de nenhuma marca significativa, nem mesmo a presente para o primeiro

ano.



46

- SCB370.1D1

\L a Av.
& A,

+ Av.

¥ Av.

Bonferroni 5% o Av.
Av.

Av.

Av.

Av.

Av. 10

ol g Av_ 11
§ g Av. 12
p Av.13
o Av_14
= Av_15
Av_16
Av. 17
Av. 18
Av.19
Av. 20

L1=0 =R I = [ S P

£ 4

]
<] EEhds 4

4 *
g %to L qt i

R

5 00 f Bao, "tﬁ ‘,“o fﬁ a* 7 Av. 21
A"

| Q{E" ? g n B Av. 22

%'s’ 'ﬁt’* T :;.'1. § gn' o ,"Eﬁ g i : :i:' gi

1 3§ 7 !1113151?192123252?293133353?5!4143454?49 . @ Av. 25
2 4 6 B 10 1214 16 18 20 22 24 26 2B 30 32 34 35 36 40 42 44 46 46 Marcadores ndo ligades -

]
3

+ +
B &
-

o
&
L}
TSI A B
Saisd

Figura 16. Avaliacdo de marca simples para todos os marcadores microssatélites com
segregacdo de marca uUnica (1:1 e 3:1), as marcas estdo indicadas na ordem em que
aparecem nos grupos de ligacdo. Os numeros indicados abaixo sdo dos grupos de ligacao,
seguidos de marcadores nao ligados. Na vertical estdo os valores de LOD Score com
correcdo de Bonferroni a 5%, indicando o valor limiar de LOD Score, 3. As cores indicam as
avaliacdes de 1-25. Também esté indicado o marcador que foi significativo.

No trabalho de Morais (2013) processo semelhante pode ser visto, uma vez que
houve sintoma, aparecimento de chicotes, na variedade utilizada como parental
resistente. S8o considerados genoétipos transgressivos, uma vez que ambos 0s
genitores possuem alelos que conferem suscetibilidade a doenca, o genitor mais
resistente ndo é o extremo de resistente conferindo incidéncia igual a zero em todo
experimento e o suscetivel ndo apresenta o maior valor de suscetibilidade, foi
observada uma progénie com valores de suscetibilidade bem maior do que o
parental com esta caracteristica. Nenhum marcador ligado mostrou associacao
significativa com a caracteristica fenotipica em estudo em nenhum momento.

A marca significativa apresentou efeito positivo no fenétipo, explicando 6% da
variacao fenotipica. Quanto maior a area calculada mais associagdo essa marca tem
com a caracteristica de surgimento da doenca, entdo se conclui que o marcador esta
associado a suscetibilidade da doenca, o que possibilitaria a melhoramento de modo
reverso. Quem apresenta a marca, ndo deveria ser escolhido como gendétipo a ser

utilizado nos programas de melhoramento.
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O marcador SCB370 é descrito por Marconi et al. (2011) como sendo uma VAMP
(Vesicle-Associated Membrane Protein — acesso no NCBI “001150642”) em cana-
de-acucar. Esta proteina também é descrita em outras culturas, tais como
Arabidopsis thaliana (HOEPFLINGER et al., 2014; ICHIKAWA et al., 2015; YI et al.,
2013), milho (CHEN et al., 2015) dentre outras, inclusive humanos. As VAMPs sao

proteinas receptoras envolvidas no transporte e fusdo de vesiculas em membranas
alvo (ICHIKAWA et al., 2015).

O carvdo em cana-de-acUcar € uma doenca abordada em todos os locais em que
h&4 o plantio de cana-de-agclUcar e € considerado em todos os programas de
melhoramento mundiais de cana-de-acUcar. Porém, estudos com esta doenca
apresenta grande dificuldade em encontrar e validar respostas, como quais genes

estdo relacionados com a doenca (MORAIS, 2013).

6 CONCLUSOES

Com base nos resultados deste trabalho foi possivel concluir que:

a) A populacéo utilizada neste estudo, progénie de variedades comerciais, tem
diferentes amplitudes de AACPD ao longo das avalia¢cdes realizadas.

b) O genitor resistente utilizado neste trabalho apresentou doenca no
experimento Il, indicando que este genitor possui alelo de suscetibilidade ao
carvao.

c) A temperatura foi importante fator para desenvolvimento do carvao em cana-
de-acucar, podendo ter afetando a associacdo entre marcador microssatélite
e a resposta de resisténcia/susceptibilidade.

d) A alta correlacdo entre avaliacbes no experimento | indica que este poderia
ser finalizado na avaliacdo 10, reduzindo tempo de realizacdo dos
experimentos. Sem descartar a importancia da realizacdo de experimentos
em diferentes condi¢fes climaticas, mas isto interfere na resposta a doenca.

e) A herdabilidade variou ao longo das semanas de avaliacao.

f) A metodologia de marca simples (SM) foi eficiente em identificar uma
associacao significativa entre valores de AACPD e marcadores moleculares,

no experimento I, explicando 6% da variagao fenotipica.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore
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