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RESUMO

Este trabalho teve como objetivos a estimagdo da divergéncia genética entre
genotipos de cana-de-agucar, por meio de caracteres morfoagronémicos e
marcadores moleculares, e verificar a relacdo entre esses procedimentos. Foi
conduzido um experimento em Rio Largo, AL, utilizando o delineamento em
blocos casualisados com quatro repeticdes. Para a analise dos caracteres
quantitativos foi utilizada a analise multivariada de Componentes Principais,
divergéncia genética a partir da Distancia Generalizada D; de Mahalanobis e

Distancia Euclidiana Média Padronizada. Com base nestas distancias, realizaram-
se analise de agrupamento pelo método “Hierarquico do Vizinho mais Distante” e
método UPGMA, além de Tocher para D;.. Na avaliagdo da divergéncia genética
por meio de marcadores moleculares e caracteres morfolégicos, utilizou-se o
coeficiente de Jaccard e agrupamento UPGMA. As inconsisténcias quanto a
formacao de diferentes grupos entre a Disténcia Euclidiana Média Padronizada e

a Distancia D; de Mahalanobis caracterizam estas duas estimativas como

medidas de dissimilaridade distintas. Da mesma forma as técnicas de
agrupamento pelo método do “Vizinho mais Distante” e por UPGMA evidenciam
dispersbes graficas nao coincidentes, com diferengcas quanto ao numero de
grupos e ao padréo de agrupamento, ao passo que o agrupamento por UPGMA e
obtido por Tocher apresentaram a mesma concordancia. A Distancia D; de
Mahalanobis correspondeu a técnica de Componentes Principais, por
apresentarem os mesmos grupos formados por Tocher e UPGMA, obtidos a partir
de D2 No entanto, estas técnicas ndo indicaram concordancia com a Distancia
Euclidiana Média Padronizada. A correlagdo entre a divergéncia genética através
de caracteres morfologicos e a estimada por marcadores moleculares foi
significativa, porém, de média magnitude (r = 0,47), indicando serem medidas
complementares. Nao houve correlagao significativa para a divergéncia obtida por
meio de caracteristicas quantitativas com os caracteres morfolégicos e
marcadores moleculares, obtida pelos diferentes estimadores, assim como, entre
a Distancia Euclidiana Média Padronizada e a D2 de Mahalanobis, o que indica

claramente n&o existir qualquer relagcéo entre estas estimativas.

Palavras chave: Saccharum spp, analise multivariada, divergéncia genética,

técnicas de agrupamento, marcadores moleculares.
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ABSTRACT

This study had as objective to estimate the genetic divergence among sugarcane
genotypes by means of morphoagronomical characters and molecular markers,
and to verify the relation between these procedures. An experiment was
conducted in Rio Largo, AL, using a randomized block design with four repetitions.
The multivariated analysis of Principal Components, the genetic divergence
based on the Mahalanobis D; Generalized Distance, and the Average Euclidean

Distance Standardized were used for the analysis of the quantitative characters.
Based on these distances, a grouping analysis was performed by the “More

Distant Neighbor” method and the UPGMA method, besides Tocher for D’.

Jaccard coefficient and UPGMA grouping were used in the evaluation of the
genetic divergence by molecular markers and morphologic characters. The
inconsistency as to formation of different groups between the Standardized
Average Euclidean Distance and D; of Mahalanobis characterize these two

estimates as measures of different dissimilarity. In the same way, the grouping
techniques by the “More Distant Neighbor” method and by UPGMA show graphical
dispersions that are not coincident, with differences in relation to the number of
groups and in the grouping pattern, while the grouping by UPGMA and obtained
by Tocher showed the same agreements. The D; Distance of Mahalanobis
corresponded to the Principal Components technique, by showing the same
groups made by Tocher and UPGMA, obtained from D;. However, these

techniques did not indicate agreement with the Standardized Average Euclidean
Distance. The correlation between the genetic divergence through morphologic
characters and estimated by molecular markers was significant, however, from
average magnitude (r = 0,47), indicating to be complementary measurements.
There was not significant correlation for the divergence obtained through
quantitative characteristics with the morphologic characters and molecular
markers obtained by the different estimators, as well as between Standardized
Average Euclidean Distance and the Mahalanobis D:,, which indicates clearly that

i'?
there is no relation between these estimates.

Key words: Saccharum spp, Multivariate Analysis, Genetic Divergence,
Cluster Analysis, Molecular Markers
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1 INTRODUCAO

A cana-de-acucar esta entre as culturas de maior expressdo soécio-
econdmica do agronegocio brasileiro, devido a elevada mao-de-obra empregada
no processo produtivo, produzindo cerca de 420 milhdes de toneladas, destinadas
a fabricagdo de acucar e alcool, processadas em 306 usinas distribuidas em todo
Brasil, (IBGE, 2006), destacando-se como maior produtor mundial desta cultura
(UNICA, 2006).

A utilizagcdo de variedades melhoradas € o que tem permitido continuo
avanco na elevagao da produtividade agroindustrial brasileira, mantendo o Brasil
na lideranga mundial. Estas variedades cultivadas atualmente sdo hibridos de
sexta a décima geracgéao, originarias de Saccharum officinarum L., com outras
espécies, principalmente S. spontaneum L., S. sinensi-baberi € S. robustum
(Matsuoka et al., 1999a), obtidas por hibrida¢des realizadas pelos programas de
melhoramento.

Para que se tenha éxito na condugado de um programa de melhoramento,
€ necessario fundamentalmente que se tenha variabilidade genética dos
progenitores envolvidos. O conhecimento da diversidade genética entre um grupo
de genitores é importante para o melhoramento genético, sobretudo na
identificacdo de combinag¢des hibridas de maior heterozigose e maior efeito
heterdtico e, portanto, na recuperagdo de genoétipos superiores em geragdes

segregantes.
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A variabilidade genética quanto aos caracteres quantitativos € reduzida
quando se utiliza genitores com pequena diversidade genética na formacéo de
populagdes para hibridagédo, necessitando-se, portanto, de genitores com ampla
diversidade genética.

Estudos sobre divergéncia genética tém sido de grande importancia em
programas de melhoramento envolvendo hibridagao, por fornecerem parametros
para a identificacdo de progenitores que, quando cruzados, possibilitam maior
efeito heterdtico na progénie e maior possibilidade de recuperar gendtipos
superiores nas geragoes segregantes (Cruz, 1990; Soares, 1991). A identificagédo
de progenitores superiores € feita, normalmente, através da avaliacdo detalhada
de caracteres agrondmicos e morfoldgicos, cujo comportamento envolve o maior
numero possivel de parametros.

A divergéncia genética tem sido avaliada com o objetivo de classificar os
gendtipos em grupos, facilitando desta forma a escolha de pais para os
cruzamentos artificiais, tendo como base, medidas como a analise de variaveis
candnicas (Goodman, 1968), métodos de agrupamento (Sneath e Sokal, 1973) e

a estatistica D2 de Mahalanobis (Mahalanobis, 1936), entre outros.

A adocdo de técnicas estatisticas apropriadas, como métodos
multivariados, permitem combinar as multiplas informacdes contidas na unidade
experimental, de modo que seja possivel executar a selecdo, com base num
complexo de variaveis, permitindo discriminar os genoétipos mais promissores sob
varios contextos, principalmente o genético (Cruz, 1990), o que possibilita
direcionar os cruzamentos através da escolha de progenitores mais divergentes
que deverao ser cruzados e, assim, obter gendtipos superiores.

Atualmente, a tendéncia do melhoramento genético, independentemente
da espécie a ser melhorada é a utilizagdo e integragdo dos métodos tradicionais
com as modernas técnicas biotecnolégicas. Associadas a estes, os estudos de
divergéncia genética e relagbes filogenéticas entre espécies vegetais de
importancia agronémica tém merecido atengcdo cada vez maior, principalmente
com o advento recente dos chamados marcadores moleculares (Duarte et al.,
1999). Nesses trabalhos, os pesquisadores tém interesse em agrupar os
individuos semelhantes, de forma que as maiores diferengas ocorram entre os

grupos formados.
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A adocgdo de técnicas genéticas bioquimicas tem sido também uma
ferramenta utilizada na caracterizagdo molecular e permite identificar diretamente
o polimorfismo em nivel de DNA. A adocdo dessas técnicas moleculares para
avaliacdo direta da variacdo de nucleotideos apresenta maior precisdao e
resolugao, tendo facilitado a analise para diferentes objetivos.

Os marcadores moleculares podem ser utilizados para as mais diversas
aplicagées no melhoramento genético de plantas (Ferreira e Grattapaglia, 1998;
Borém e Santos, 2004), inclusive, na caracterizagdo de variedades, por
complementar as informagbes morfolégicas e agronémicas, oferecendo
informacdes mais detalhadas sobre sua natureza genética (Amorim, 2002), e,
poder ser executada com tal precisdo, que mesmo genoétipos extremamente
semelhantes sob o ponto de vista morfolégico e agrondmico poderdo ser
diferenciados.

Segundo Federizzi (1998), a area de maior impacto dos marcadores
moleculares no melhoramento vegetal € o emprego da selegdo assistida para
identificacdo de gendtipos superiores em populagdes segregantes, além de
permitir que a selegcdo e novos cruzamentos sejam realizados em uma mesma
geracgao, podendo ser usados mesmo que nao tenham sido mapeados (Ferreira e
Grattapaglia, 1998).

A avaliagdo molecular através de marcadores moleculares tem
possibilitado comparar diferentes gendtipos e determinar sua variabilidade
genética, o que tem permitido realizar cruzamentos de forma mais eficientes e
proporcionar ganhos genéticos consideraveis.

O presente trabalho teve como objetivo caracterizar a variabilidade
genética existente entre 12 gendtipos de cana-de-agucar (Saccharum spp.) com
relacdo aos caracteres morfoagronémicos, utilizando-se de procedimentos
multivariados e através de DNA polimdrfico, detectado através de marcadores
moleculares e determinar a relagdo entre a divergéncia genética obtida pelas
técnicas multivariadas e o polimorfismo gerado pelos marcadores moleculares

utilizados.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas botanicas e base genética da cana-de-agucar

A cana-de-agucar é uma espécie aldbgama, com ciclo perene e de grande
porte, apresentando trés provaveis regides de origem, segundo varios relatos:
Nova Guiné, China e india.

Esta cultura e espécies afins sdo membros da tribo Andropogoneae, cujo
numero basico de cromossomos € n = 10. Pertencente a familia Gramineae
(Poaceae), género Saccharum, a qual é representada atualmente por seis
espécies: Saccharum. officinarum L., S. spontaneum L., S. robustum Brandes e
Jeswiet ex Grassl, S. barberi Jeswiet, S. sinense Roxb, S. edule Hassk
(Fauconnier e Bassereau, 1975; Bacchi, 1985; Pires, 1993; Borém, 1999;
Matsuoka et al., 1999a).

Simmonds (1979) enfatiza que membros do género Saccharum sao
altamente polipldides, e que existe uma elevada variabilidade interespecifica e
muita aneuploidia, caracterizando individuos de varias constituicbes genéticas,
oscilando de 2n = 40 até 2n = 205, o que implica numa base genética complexa,
nao sendo conhecido até o presente nenhum dipldide com 2n = 20 cromossomos
(Moura,1990). Entretanto, apesar de n&do assumir heranga dipléide, Hogarth
(1987), relata que algumas evidéncias sugerem heranga semelhante aos diploides
e que os desvios dessas suposi¢des ndo seriam significativos.

A espécie S. officinarum 2n = 80 cromossomos € também conhecida por

cana-nobre, termo criado pelos melhoristas holandeses em 1920 para referir a
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esta espécie pelo seu elevado teor de acgucar. Esta € uma das principais espécies
que contribuiram com genes para genoétipos de cana-de-agucar cultivados
atualmente no mundo. Essa espécie é considerada um alopolipléide, conforme
Clements (1980). S. sinense (2n = 111 a 2n = 120) é conhecida como cana da
China, e S. barberi (2n = 81 a 2n = 124) como cana da india. Estas, também
foram cultivadas no passado, entretanto contribuiram com menos genes do que
as canas-nobres para cultivares atuais.

Segundo Fauconnier e Bassereau (1975) as espécies nao cultivadas sao
S. spontaneum (2n = 40 a 2n = 128) e S. robustum (2n = 60 a 2n = 205). Apesar
do nao cultivo de S. spontaneum, ela proporcionou, no inicio do século XX a
retomada do crescimento da industria do agucar no mundo apos as severas
epidemias de doencas ocorridas naquela época, sendo considerada uma espécie
autopoliploide, altamente polimérfica (Matsuoka et al., 1999a) e, as principais
contribuicdes dessa espécie para o melhoramento da cana-de-agucar foram o
vigor, o perfilhamento, a capacidade de rebrota da soqueira, a tolerancia aos
estresses, as pragas e doengas. Existem plantas pequenas e outras com mais de
5m de altura, com didmetro de colmos variando de trés a 15 mm. Em resumo,
pode-se dizer que a rusticidade dos cultivares atuais € devida, principalmente, aos
genes provenientes de S. spontaneum.

De acordo com Roach e Daniels (1987), o primeiro ancestral da cana-de-
agucar S. robustum (2n = 60 a 2n = 205) com 2n = 80 ocorreu em Nova Guiné,
principal centro primario de diversidade dos clones S. officinarum, com 80
cromossomos, donde se supde que S. robustum originou S. officinarum. Segundo
Peixoto (1986), o primeiro cruzamento interespecifico realizou-se em Java no ano
de 1893, mas o éxito com esta metodologia sé foi obtido em 1921, também em
Java, com a variedade produtiva POJ2878, encontrada na genealogia da maioria
das variedades comerciais cultivadas atualmente.

S. edule (2n = 60 a 2n = 80) € uma espécie que possui uma
inflorescéncia comestivel e tem sido cultivada em jardins da Nova Guiné e llhas
Fiji, sendo a unica espécie que n&o contribui com genes para os genotipos
cultivados (Clements, 1980).

Morfologicamente, a cana-de-agucar apresenta colmos compostos de nés
e de entrendés. Em cada n6é ha uma gema que é disposta alternadamente em

torno do colmo. Estas sdo protegidas pela bainha das folhas, que é firmemente
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presa ao internédio. As folhas sao alternadas, opostas e presas aos nés dos
colmos. A parte superior da folha é conhecida como lamina, e a parte inferior que
envolve o colmo, € denominada de bainha. Possui trés tipos basicos de raizes:
superficiais, de fixacdo e de corddo. A inflorescéncia € composta por flores
hermafroditas; o ovario é oval com dois pistilos na extremidade que terminam em
estigmas plumosos, de cor roxa ou avermelhada, e apenas um 6vulo; o 6rgéo
masculino é constituido por trés estames formados por filamentos brancos e finos,
onde cada estame sustenta uma antera linear fixa pelo dorso. Os graos de polen
sao esféricos, quando férteis, e prismaticos quando inférteis, e o fruto da cana-de-

agucar € uma cariopse eliptica alongada (Corte-Brilho et al., 1981; Bacchi, 1985).

2.2 Outros aspectos relacionados com a cana-de-acgucar

A cana-de-agucar é cultivada em cerca de 70 paises e territdrios, numa
ampla faixa, desde 35°N a 30°S, predominando em areas subtropicais entre 15 e
30° de latitude e, em altitudes que variam de zero a 1.000 m (Magalhaes, 1987).
Esta cultura é importante em varios paises do mundo, por ser cultivada como
matéria-prima, fornecida para a extracdo do seu caldo na industria, com a
finalidade de produzir agucar, alcool, fermento, proteina, e inumeros outros
produtos derivados tanto para utilidades alimenticias, como para a industria
quimica.

O setor sucroalcooleiro brasileiro € o mais competitivo em termos
internacionais, por apresentar o melhor desempenho quanto as relagdes entre
rendimentos, produtividade e custos de produgdo, e, o grande indutor desse
desenvolvimento foi a expansdo que o setor experimentou nos ultimos 20 anos,
como decorréncia do aumento da produgao do alcool e, depois, da produgédo do
agucar e, mais recentemente, focada no maximo aproveitamento da cana-de-
agucar (Olivério, 2002). Esta cultura apresenta-se como uma das principais
atividades agricolas do Brasil, considerado maior produtor mundial, seguido pela
india, Cuba, México, China, Filipinas, Australia, Africa do Sul, Estados Unidos,
dentre outros (Lucchesi, 1995; Matsuoka et al., 1999b; Machado Jr., 2001),
assumindo essa lideranca na producdo desde meados da década de oitenta
(Lopes, 1985), sendo responsavel atualmente por mais de 25% da produgao

mundial.
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O Brasil, devido a sua extensao territorial, apresenta as mais variadas
condigbes e restrigbes climaticas e possivelmente é o unico pais com duas
épocas de colheita anuais: de agosto a mar¢go no norte-nordeste e de abril a
dezembro no centro-sul correspondendo as épocas secas nessas regides
(Alfonsi et al., 1987).

2.3 Importancia e melhoramento da cana-de-agucar

Desde que a cana-de-acucar foi introduzida no Brasil, esta cultura tornou-
se relevante nas atividades agricolas, tornando-se uma cultura de elevada
expressao sécio-econdmica, principalmente apds a implantacdo do PROALCOOL,
que visava substituir parcela do consumo de derivados de petréleo pelo alcool,
aumentando, significativamente, a produgdo com expansao da fronteira agricola
em todo o pais (Ruas, 1984; Andrade, 1985), apesar de nao se esperar ganhos
de produtividade ou de eficiéncia (Fernandes, 1996). Entretanto, nesse periodo, o
setor pesquisou, desenvolveu, adaptou e implantou moderna tecnologia agricola e
industrial, conduzindo a ganhos significativos de produtividade, o que conduziu o
Brasil a liderar na produ¢édo mundial de cana-de-agucar.

As variedades comerciais tém ciclos de degenerescéncia e é
acompanhada de significativas perdas em produtividade agricola e, por este
motivo, elas precisam ser gradativamente substituidas por novos materiais mais
estaveis e geneticamente superiores. A degenerescéncia pode ser atribuida a
varios fatores, sendo os principais: queda de produtividade, efeito cumulativo de
moléstias, pragas e existéncia de moléstia sem sintomas visiveis ou ainda nao
identificadas (Fernandes, 1984).

O melhoramento da cultura tem possibilitado constantes incrementos de
rentabilidade, gerando riquezas e aumentando divisas. Os ganhos de
produtividade em decorréncia da introdugao de novas variedades com elevados
teores de sacarose e seus manejos com relagdo aos demais fatores de produgéo,
sao creditados as mudancgas tecnologicas ocorridas nas ultimas duas décadas
(Lima e Barbosa, 1996). A variedade melhorada é um fator importante no sistema
produtivo, pois, uma vez que manejada de forma adequada, possibilita
rendimento industrial, no minimo, 30% a mais em relagdo as variedades

anteriormente cultivadas (Matsuoka et al., 1999a).
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Segundo Barbosa et al. (2003), atualmente gendtipos altamente
promissores sao liberados para plantio comercial com produtividade semelhante
ou com pequena superioridade de até 5% em ATR, em relagdo as principais
variedades cultivadas. Todavia, no atual contexto do melhoramento com cana-de-
acgucar, estes incrementos na produtividade esta se tornando cada vez mais
dificeis de serem atingidos quando comparados aos avangos obtidos pelos
programas pioneiros no inicio do século passado (Barreto, 2004). Dai a
importancia de se utilizar critérios cientificos na tomada de decisdo pelos
pesquisadores, de forma a elevar a eficiéncia de todo processo seletivo (Barbosa,
1999).

Ha diversas iniciativas no sentido de se obter incrementos nas
caracteristicas de interesse dos novos gendtipos que passarao a ser cultivados
comercialmente que, apos sucessivas selegcoes de experimentacdo passarao a
ser novas variedades. No inicio dos trabalhos de melhoramento (final do século
XIX e inicio do século XX), foram realizadas numerosas coletas nos centros de
diversidade, tanto para utilizacdo direta como cultivar comercial, quanto para se
utilizar em cruzamentos dirigidos, por apresentarem caracteristicas desejaveis
(Matsuoka et al., 1999b).

Para isso, os programas de melhoramento vém utilizando metodologias
bastante variaveis (Skinner et al., 1987; Cox e Hogarth, 1993), em que cada
programa estabelece alternativas no sentido de se conduzir com éxito o processo
seletivo com base nos recursos disponiveis e baseados no sistema de produgao
do setor. Os programas s&o dinamicos, melhorando a eficiéncia da selegéao pela
adogao de novas metodologias e/ou aperfeicoamento daquelas ja existentes
(James, 1971; Kang et al., 1983; Copersucar, 1997; Hogarth et al., 1997).

Atualmente, ha quatro programas de melhoramento genético em cana-de-
agucar no Brasil. Trés possuem bancos de germoplasmas: Instituto agronémico
de Campinas, com sigla IAC; Copersucar, sigla SP, com germoplasma situado
Camamu-BA; Ridesa, variedades de sigla RB, com germoplasma em Murici-
Alagoas e Canavialis S.A., que produzira variedades com sigla CV, cujo
germoplasma encontra-se situado também em Alagoas, no municipio de Maceio.

Apesar de reconhecida importancia e ampla utilizacdo da cana-de-agucar,
ainda persiste uma caréncia de informacdes sobre diversos aspectos, sobretudo,

estudos envolvendo divergéncia genética, tendo em vista um melhor
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planejamento para o direcionamento de cruzamentos em programas de

melhoramento genéticos com esta cultura.

2.4 Uso de técnicas multivariadas

Segundo Hair Jr. et al. (2005) a adogdo dos meétodos de analise
multivariada predominara no futuro e resultardo em drasticas mudangas na
maneira como os profissionais de pesquisa pensam em problemas e planejam
sua pesquisa, tornando possivel solucionar questdes de consideravel
complexidade.

Mingoti (2005) enfatiza que os métodos de estatistica multivariada s&o
utilizados para simplificar ou facilitar a interpretacdo do fendbmeno que esta sendo
estudado através da construgdo de indices ou variaveis alternativas que
sintetizem a informacéo original dos dados.

A utilizagcdo de técnicas multivariadas permite aos melhoristas a
identificacdo de gendtipos mais promissores por levar em consideragdo a
contribuicdo e importancia relativa das caracteristicas para o total da variancia
existente entre as populacdes (Barreto, 2004). Estas técnicas permitem avaliar as
informacdes contidas na unidade experimental possibilitando a selegdo com base
num complexo de variaveis, permitindo selecionar gendtipos e/ou progenitores
mais promissores (Amaral Jr., 1994). Segundo este autor, trata-se de uma técnica
com processo alternativo na avaliagdo do grau de similaridade entre acessos, que
leva em consideragdo tanto a matriz de covaridncia residual quanto a de
covariancia entre meédias fenotipicas dos caracteres avaliados.

Em programas de melhoramento genético, principalmente envolvendo
cana-de-agucar, sao avaliados diversos caracteres cuja selegdo dos materiais
(clones, variedades, linhagens) € fundamentada num conjunto de caracteristicas
de maior interesse obtida na heranga. Esta pratica muitas vezes pode gerar
dificuldades para o melhorista, principalmente, quando alguns caracteres
apresentam dificuldades na avaliagcdo. Nesse aspecto, sdo necessarias
avaliagdes e interpretacbes simultaneas de um conjunto de caracteres para a
determinacao daqueles que efetivamente contribuem na discriminagao genotipica,
(Cruz, 1990; Viana, 1990).
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Assim, uma maneira de se aumentar a chance de éxito de um programa
de melhoramento, é a utilizagcdo da selecdo simultdnea de um conjunto de
caracteres econ6micos, agrondmicos e fisioldgicos (Cruz e Regazzi, 2001). Nesta
e em outras oportunidades, a utilizacdo das técnicas de analise multivariada
apresenta-se como uma solugdo, uma vez que elas consideram,
simultaneamente, todo conjunto de descritores avaliados. Nesse contexto, esta
técnica viabiliza a condugao de pesquisas importantes e a avaliacdo dos efeitos
de variagbes paramétricas que ocorrem no contexto em que elas normalmente
ocorrem (Hair Jr. et al., 2005).

De acordo com Soares (1991), a selegdo com base em um ou em poucos
caracteres pode conduzir a recomendacgédo de cultivares ndo desejaveis, sobre
outros varios caracteres nao considerados, o que pode ter como consequéncia a
rejeicao do material selecionado.

O objetivo maior de uma analise multivariada é conseguir alguma
compreensao a respeito da estrutura e das caracteristicas dos dados (Marriott,
1974). Cruz (1990) cita que as aplicagbes das técnicas multivariadas
proporcionam enriquecimento das informagdes disponiveis e maior capacidade de
discriminagao genotipica, permitindo melhor identificacdo das unidades seletivas,
em termos de maximizag&o de ganhos de eficiéncia em predi¢gdes genéticas.

Finney (1956) sugere que a importédncia da analise multivariada na
interpretacdo de dados deve ser cuidadosamente examinada sob o aspecto
pratico. Cada situacdo necessita de diferentes tipos de analise, e torna-se
importante conhecer quais questdes deverdo ser respondidas e que metodologia
utilizar.

As técnicas multivariadas tém oferecido contribuicdes bastante
significativas no melhoramento de varias culturas, especialmente em cana-de-
agucar, uma vez que a selecdo dos gendtipos leva em consideragédo diversas
caracteristicas nas varias fases de selecdo e segundo Souza e Sorrells (1991a)
as genéticas podem ser estimadas por meio de caracteres de interesse
agrondmico, as quais podem ser observadas através de dendrogramas, em

grupos de similaridade ou dissimilaridade genética.
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Dentre as técnicas multivariadas utilizadas na determinagdo da
divergéncia genética, a Distancia Generalizada de Mahalanobis (D) utilizando a

analise de agrupamento pelo método de Tocher tem sido bastante empregada.
Outra técnica multivariada que tem sido também bastante aplicada no
melhoramento € a analise por Componentes Principais, por possibilitar a
identificacdo dos caracteres mais e menos representativos para explicar a
variancia total, bem como a analise de divergéncia genética. Esta técnica consiste
na transformacdo de um conjunto original de n variaveis por outro conjunto
equivalente, dotado de propriedades de grande interesse em alguns estudos de
melhoramento. Uma das vantagens desta técnica utilizada pelos melhoristas é a
identificacdo de descritores que contribuem mais ou menos para a divergéncia

genética, fazendo com que a adogao desta técnica tenha bastante éxito.

2.5 Caracterizacao e divergéncia genética: consideracdes gerais

A devida caracterizagado dos gendtipos em bancos de germoplasmas para
uso seguro nos programas de alargamento da base genética, e o estabelecimento
de descritores uniformes das caracteristicas agroindustriais ficardo mais seguros
com o avango das técnicas biotecnologicas (Matsuoka et al., 1999b),
principalmente o uso de marcadores moleculares, técnica que tem se tornado
cada vez mais frequente na caracterizacdo da divergéncia de gendtipos,
permitindo direcionar com maior seguranga as hibridagdes realizadas.

O conhecimento do grau de divergéncia genética é de grande importancia
em programas de melhoramento que envolve hibridagdes, por fornecer
parametros para a identificagdo de progenitores que, quando cruzados,
possibilitam maior efeito heterdtico na progénie e maior possibilidade de recuperar
gendtipos superiores nas geragoes segregantes (Jatasra e Paroda, 1983; Soares,
1991; Santos et al., 1994; Samal e Jagadev, 1996; Pandey e Dobhal, 1997; Cruz
et al., 2004). A técnica de divergéncia tem sido utilizada pelos melhoristas de
plantas ha varias décadas principalmente para investigar a natureza e suas
relacbes de divergéncia genética envolvendo caracteres morfoagronémicos e

moleculares, parentesco, diversidade de origem geografica, capacidade de
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combinacgao e heterose (Punia et al., 1982; Raveedran e Appadurai, 1984; Behl et
al. 1985; Viana, 1990; Pires, 1993; Melo et al., 2001).

O agrupamento e a avaliagdo de material genético por meio da
diversidade genética, com base em evidéncias cientificas, sdo importantes para o
conhecimento da evolugdo da espécie e para a localizagdo e o intercambio de
recursos genéticos (Wilches, 1983).

Apesar de a cana-de-agucar ser uma espécie polipléide, com numero
bastante variavel de cromossomos nas células somaticas dos hibridos comerciais,
sua estreita base genética decorrente da existéncia de um numero restrito de
ancestrais comuns em genealogias das variedades tem determinado um grau
elevado de endogamia entre gendtipos, devido ao intercruzamento de individuos
aparentados, ocasionando significativa redugdo da variabilidade genética,
havendo, portanto, grande preocupacado em realizar uma escolha criteriosa dos
cultivares a serem cruzados, para que o0 éxito do programa nao seja
comprometido. Nesta escolha, tem-se dado énfase tanto ao comportamento
“‘per se” dos gendtipos, quanto as suas divergéncias genéticas. Dai a grande
importancia que se tem atribuido aos estudos sobre divergéncia genética nos
programas de melhoramentos que envolvem hibridacdes.

Ha varias formas de se avaliar a divergéncia genética entre populagdes.
Miranda et al. (1988) mostram duas formas basicas: uma de natureza quantitativa,
e a outra de natureza preditiva. Entre os métodos de natureza quantitativa, ou da
heterose manifestada nos hibridos, citam-se os de analises dialélicas. Nestes
métodos, € necessaria a avaliacdo de p genitores e de todas as suas
combinagdes hibridas [p (p — 1) / 2]. Obviamente, quando o valor de p é elevado,
a obtencao do material experimentado pode ser impraticavel e torna problema
mais agravante quando se trata de culturas autdgamas, pois nestes casos a
polinizacdo manual é, na maioria das vezes, onerosa, dificil de ser executada e
com pouca probabilidade de éxito na obtencdo da semente hibrida.

Entre os métodos preditivos de heteroses, Miranda et al. (1988) citam os
que relacionam a divergéncia das caracteristicas dos progenitores com o
desempenho dos hibridos. Os métodos preditivos sdo os que levam em
consideracgao, entre outras, as caracteristicas agronémicas, fisiolégicas, genéticas
e morfoldgicas, apresentadas pelos progenitores na determinagao da divergéncia
(Singh et al., 1981; Cruz, 1990; Rodrigues et al., 2002; Rego, et al., 2005; Silva et



SILVA, P. P. Divergéncia genética em gendtipos de cana-de-agucar (Saccharum spp.) através de . . . 13

al., 2005), que é, geralmente, quantificada pela estatistica multivariada, distancia
euclidiana ou distdncia generalizada de Mahalanobis. A interferéncia da
divergéncia genética com base na diferenca geografica também é exemplo de
meétodos preditivos da heterose.

No estudo da divergéncia genética, varios métodos multivariados podem
ser aplicados. Entre eles, citam-se a analise por componentes principais, por
variaveis candnicas e os métodos aglomerativos. A escolha do método mais
adequado tem por base a precisdo desejada a facilidade da analise e da forma
como os dados foram obtidos (Cruz e Regazzi, 2001). Os métodos aglomerativos
diferem dos demais, em razao de dependerem fundamentalmente de medidas de
dissimilaridade, estimadas, previamente, como as distadncias Euclidianas e de
Mahalanobis, entre outras. J&4 no método dos componentes principais e, também
na analise por variaveis canbnicas, o objetivo é avaliar a similaridade dos
individuos por meio de uma dispersao grafica, em que se consideram, em geral,

dois eixos cartesianos (Soares, 1991).

2.5.1 Divergéncia genética estimada através da caracterizacao

agrondmica

Dos trés pontos basicos da evolugao de qualquer espécie, a variabilidade
genética assume um papel fundamental em relagdo ao progresso genético
(Stebbins, 1971). A auséncia de variabilidade genética implica diretamente a
inviabilidade do progresso genético e, como consequéncia, restringe a utilizagao
de outros dois componentes evolutivos, que sdo a selegdo e o ajustamento das
constituicdes genéticas aos diferentes ambientes disponiveis (Allard, 1971).

Desta forma, a avaliacdo da variabilidade genética em um programa de
melhoramento € o ponto de partida para o progresso genético. Esta variabilidade
pode ser investigada através da caracterizagdo agronémica, ou seja, da descrigao
de caracteristicas especificas da cultura.

Trabalhos utilizando caracteres morfologicos tém sido realizados em
inumeras espécies agricolas. Rodrigues et al. (2002) encontraram divergéncia
genética entre 37 cultivares locais de feijao, o que sugere a importancia da sua
inclusdo em programas de melhoramento. Ritschel e Huaman (2002) avaliaram

324 acessos nativos de batata-doce e identificaram 256 tipos morfoldgicos.
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Outros trabalhos com aveia (Souza e Sorrells, 1991a; Souza e Sorrells, 1991b),
caupi (Lopes et al., 2001) e albizia (Rego et al., 2005) tém utilizado esta técnica
para diferentes propdsitos.

Em cana-de-agucar Viana (1990) encontrou consideravel divergéncia
genética entre 20 clones de cana-de-agucar estudados aplicando a analise de
agrupamento por meio da distdncia generalizada de Mahalanobis e método e
otimizacdo de Tocher. Silva et al. (2005) também aplicou estas técnicas em 129
clones de cana-de-agucar. Os resultados pelo método de Tocher e pela dispersao
grafica mostraram clones bem dissimilares.

Pires (1993) em estudo para a quantificar a diversidade genética através
de caracteres agroindustriais de 29 variedades comerciais cana-de-agucar, as
quais representavam cerca de 90% da area cultivada no Brasil, verificou que as
variedades estudadas tiveram restrita base genética. Barbosa (1999) também
empregou estudo de diversidade genética em variedades cultivadas no Brasil,
observou grupos bem distintos e sugeriu que os genaétipos avaliados fossem mais
explorados em hibridagbes pelos programas de melhoramento genético da
cultura, recomendando inclusive, cruzamentos com os gendétipos divergentes
entre e dentro dos grupos formados.

Silva et al. (2002) fazendo-se uso de técnicas de analise multivariada para
quantificar o grau de similaridade genética entre 129 clones de cana-de-agucar no
Estado do Parand, indicaram as caracteristicas massa média do colmo e massa
dos colmos como as de menor contribuicdo na identificagdo de parentais
produtivos e divergentes. Caracteristicas consideradas como dispensaveis em
estudos de diversidade genética sao relativamente invariantes entre as
variedades avaliadas e/ou explicadas por outros caracteres (Barreto, 2004).
Segundo Santos et al. (1995), o descarte destas caracteristicas propicia
consideravel redugcdo de mao-de-obra, menor tempo e custo na avaliagio.
As caracteristicas como BRIX refratométrico, numero de colmos, massa dos
colmos, indices de florescimento, largura e comprimento de folhas, sédo variaveis
normalmente utilizadas para a determinacao da divergéncia genética e também
utilizadas para identificar combinagcdes promissoras de maior efeito heterético nos
cruzamentos realizados, com boas possibilidades de elevar o potencial genético
nas combinagdes realizadas, aumentando as chances de se obter novas

variedades de cana-de-agucar (Barbosa et al., 2002).
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Tai et al. (1995) avaliaram 125 clones de S. Spontaneum L. da colegao
mundial, USDA - ARS National Clonal Germoplasm Repository, Miami - Florida e
encontraram consideravel variabilidade genética entre os gendtipos, fazendo-se
uso de cinco caracteristicas morfolégicas e quatro relacionadas a composi¢ao

quimica do caldo.

2.5.2 Variabilidade genética estimada através de marcadores moleculares

Diversas técnicas de biologia molecular estdo disponiveis, atualmente,
para detecgdo de variabilidade genética no DNA, ou seja, para deteccdo de
polimorfismo genético.

Estudos com variabilidade genética e relagdes filogenéticas entre
diversas espécies vegetais de importancia agronémica tém merecido atencao
cada vez maior, principalmente com o recente advento dos marcadores
moleculares (Duarte et al., 1999), cujo interesse maior nesses trabalhos & agrupar
os individuos semelhantes, de forma que as maiores diferencas ocorram entre os
grupos formados.

Um marcador de DNA é tipicamente uma pequena regido do DNA
mostrando diferenca (ou polimorfismo) entre individuos. Por exemplo, os
marcadores de tipo RFLP “Polimorfismo no Comprimento dos Fragmentos de
Restricdo" ("Restriction Fragment Length Polymorphism"), um dos grupos mais
usados de marcadores moleculares, foi o primeiro a ser desenvolvido (Botstein et
al., 1980), e, se baseia essencialmente no corte do DNA genémico por uma ou
mais enzimas de restricdo, gerando milhares de fragmentos. Outros principais
tipos de marcadores sdo o RAPD "Polimorfismo do DNA Amplificado ao Acaso"
("Random Amplified Polymorphism DNA"), Williams et al.,, (1990) e SSR
"Sequéncias Simples Repetidas" ("Simple Sequence Repeats") ou
"Microssatélites", que sao mais polimérficos e consistem em pequenas
sequéncias com um a cinco pares de base que se repetem em série de numero
variavel, geralmente de uma dezena a uma centena de vezes (Hamada et al.,
1982; Litt e Luty, 1989).

Dentre os marcadores empregados, o0 RAPD e os SSR tém sido
amplamente utilizados em estudos de diversidade genética em plantas e outros

organismos. Os marcadores RAPD apresentam natureza dominante, o que pode
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ser uma limitagcédo, porém, pode ser compensada pelo grande polimorfismo gerado
por um unico marcador. Possuem a vantagem de apresentar neutralidade
fenotipica, € uma técnica rapida e relativamente facil, necessita de pequenas
quantidades de DNA, é facilmente visualizado em gel de agarose, além de néo
necessitar do conhecimento prévio da sequéncia do DNA alvo (Ferreira e
Grattapaglia, 1998). No entanto, os microssatélites sdo co-dominantes, permitindo
identificar heterozigotos dentro da populagdo em estudo, além de apresentar um
elevado conteudo de informagdo de polimorfismo (PIC) e, por serem muito
frequentes e distribuidos ao acaso, permitem uma completa cobertura de
qualquer genoma eucarioto.

O uso de técnicas moleculares para avaliacido direta da variacdo de
nucleotideos, com maior precisao e resolugao, tem facilitado a analise e tem sido
aplicada para diferentes objetivos, podendo ser utilizados de forma pratica em
programas de melhoramento genético de plantas (Ferreira e Grattapaglia, 1998;
Borém, 2004), tanto na identificagdo de cultivares, como a certificagdo da pureza
genética de sementes, além de se mostrar como uma importante ferramenta
utilizada na protecao legal de novos cultivares. Na caracterizagdo de variedades,
os marcadores moleculares complementam as informagcdes morfoldgicas e
agrondmicas, oferecendo informagdes mais detalhadas sobre sua natureza
genética (Amorim, 2002).

Em cana-de-agucar, a vantagem de se utilizar marcadores moleculares
esta também na possibilidade da identificagdo precoce das plantas com maior
teor de agucar, antes mesmo de os gendtipos entrarem nos ensaios de
competicdo, acelerando o processo para a obtencdo de variedades em menos
tempo (Silva, 2001). Este autor enfatiza ainda, que ha também a possibilidade de
evitar os efeitos ambientais, melhorando a eficiéncia da selegcdo, cuja estratégia
seria extrair o DNA de plantas jovens, a partir de folhas, e aplicar os marcadores
associados aos caracteres de interesse. Assim, so iriam para o campo as plantas
que apresentarem o marcador, pois seriam aquelas que, por possuirem os genes
favoraveis, deveriam apresentar os caracteres de interesse, resultando em

variedades superiores de forma rapida e eficiente.

Diversos trabalhos foram publicados sobre a avaliagdo de polimorfismo

com marcadores moleculares em varias espécies vegetais (Smith e Senior, 2000;
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Souza, 2002; Vidor et al., 2002; Hudcovicova e Kraic, 2003; Ruas et al., 2003;
Collares et al., 2004; Schafer et al., 2004; Silva et al. 2005; Kulcheski et al., 2006).

Em cana-de-agucar Selvi et al. (2005) realizaram a caracterizagao
genética de 28 cultivares comerciais de cana-de-agucar cultivados nas regides
tropicais e subtropicais da india através de AFLP. Verificaram que onze primers
selecionados nesse estudo foram, suficientes para separar todos os cultivares
individualmente e sugeriram sua utilidade na identificacéo de cultivares de cana-
de-agucar. Observaram também que a diversidade genética entre as cultivares
tropical e subtropical foi muito mais elevada que as medidas de diversidade
dentro de cada uma das regides destes dois grupos adaptaveis. Os autores
constataram ainda que o agrupamento dos cultivares também correspondeu bem
com as relagdes de suas genealogias.

Lima et al. (2002) utilizaram AFLP e dados de genealogia de cana-de-
agucar para investigar a relagdo genética em um grupo de 79 cultivares e quatro
espécies de Saccharum, obtiveram uma correlacédo estatisticamente significativa
(r=0,42, P<0,001), sugerindo que os dados de AFLP podem ajudar na
quantificacdo do grau de relagdo com maior precisdo entre cultivares de cana-de-
agucar.

Matsuoka et al. (2005) utilizaram SSR para a caracterizagdo de 32 clones
de cana-de-agucar e verificaram que os marcadores polimorficos permitiram
identificar a maioria dos gendtipos avaliados. Eles enfatizaram que estes tipos de
marcadores podem ser utilizados de forma rapida na identificacdo de clones de
cana-de-agucar.

Queme et al. (2005) também utilizaram SSR a partir de seis pares de
iniciadores em 48 variedades de cana-de-agucar. Através do coeficiente de Dice,
obtiveram variagao entre cada par de gendtipos de 0 a 0,52, com uma média de
0,11, o qual indicou a existéncia de variabilidade genética.

Quirino (2003) investigou a existéncia de polimorfismos de sequéncia

nucleotidica SNPs ("single nucleotide polymorphisms") em fragmentos genémicos
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de cana-de-agucar homodlogos a genes de resisténcia. A comparagao de
sequéncias entre variedades possibilitou a identificacdo de quatro a seis
fragmentos distintos e concluiu que a utilizagdo de SNPs como marcadores
moleculares baseados em PCR, em cana-de-agucar, mostra-se mais complexa
quando comparada a plantas dipléides.

A utilizacdo de marcadores moleculares em cana-de-agucar também tem
sido empregada com outros propdsitos. Zucchi et al. (1996) usaram RAPD para
estudar variacdo somaclonal na variedade RB835486 e concluiram que as

variagdes em fungao do polimorfismo observado foram de natureza genética.



3 METODOLOGIA

3.1 Gendétipos estudados

Os gendtipos utilizados para avaliagdo dos caracteres morfoagronémicos,
assim como para a caracterizacdo molecular foram: RB72454, SP79-1011,
RB92579, RB93509, RB931530, RB931003, RB931011, RB931611, RB9364,
RB94503, RB951541, RB961.

3.2 Conducdo do experimento para avaliacdo dos caracteres

morfoagrondmicos

Para obtengdo dessas caracteristicas, foi conduzido um experimento na
area comercial do campo experimental da Usina Santa Clotilde, situada no
municipio de Rio Largo, Alagoas, em parceria com o Programa de Melhoramento
Genético da Cana-de-agucar (PMGCA), no delineamento em blocos casualizados
com 12 tratamentos e quatro repeticbes, com parcelas constituidas de cinco
sulcos de 10 metros de comprimento, espacamento de 1,0 metro entre sulcos,
densidade de 15 gemas por metro linear. O solo foi caracterizado como Latossolo
Podzélico Vermelho-Amarelo, de topografia plana, cujo preparo para a instalagao
do experimento seguiu as técnicas tradicionais para a cultura da cana-de-agucar,

envolvendo aragdo, gradagem e aplicaggo de NPK com base em
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recomendacgao técnica conforme analise de solo. Também foi efetuado o controle
de pragas e plantas daninhas, bem como a irrigagao para suprir as necessidades

hidricas da cultura e proporcionar seu bom desenvolvimento.
3.3 Variabilidade genética a partir de caracteristicas quantitativas
3.3.1 Caracteristicas quantitativas estudadas
Para os caracteres quantitativos, foram avaliadas 13 caracteristicas,
obtidas na area util de cada parcela, correspondente as trés fileiras centrais no
estadio de cana-planta, cujas caracteristicas sdo apresentadas no Quadro 1.
Tabela 1. Caracteres quantitativos de cana-de-acucar avaliados com 10 meses:

DMC, NEC, AC, NF, AIF, NCP, NCT e NTP; TCH, FIBRA, BRIX, POL e AR,
obtidos com 14 meses, 2005/2006.

Caracteres Descricéo
1. Didmetro Médio do Obtida do centro do entrend do colmo localizado a uma
Colmo (DMC) altura de 40 cm do solo, através de um paquimetro.

Este carater foi obtido pela contagem do numero de
entrenés formado, iniciando a partir da base para o

2. Numero de Entrenos por apice, descartando-se o palmito. Avaliou-se em quatro

Colmo (NEC) colmos de touceiras competitivas da fileira central da
parcela.
Medida da base do colmo até o ultimo entrend, com
3. Altura do Colmo (AC) uma trena de 3,0 m através de medigdes em quatro

colmos de cada parcela, com o auxilio de uma trena.

Esta caracteristica foi obtida pela contagem de folhas
4. Numero de Folhas (NF) totalmente desenvolvidas e apresentando auricula
visivel e 80% da superficie da folha verde.
Mediu-se o angulo de insergdo, em graus, tomando
como folha padrdo +3, seguindo a classificacdo de
Dillewijn (1952), tomando-se o inicio a partir do dew-lap
como zero grau, utilizou-se nesta avaliacdo um
transferidor.

6. Numero de Colmos por Carater obtido através da contagem dos colmos

Parcela (NCP) formados e desenvolvidos nas fileiras da area util de

cada parcela.

7 NGmero de Touceiras Caraqteristica obtida pela_l (_:ontagem do nt’m_1ero de
touceiras formadas e definidas, por um conjunto de

por Parcela (NTP) colmos do mesmo perfilho de origem.

8. Numero de Colmos por  optida pela relagao NCP/NTP
Touceira (NCT)

5. Angulo de Insercéo da
Folha (AIF)
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Tabela 1. (Cont.) Caracteres quantitativos de cana-de-agucar avaliados com 10
meses: DMC, NEC, AC, NF, AIF, NCP, NCT e NTP; TCH, FIBRA, BRIX, POL e
AR, obtidos com 14 meses, 2005/2006.

Caracteres Descrigao
9. Tonelada de Cana por Para obtencdo desta caracteristica, pesaram-se todos
Hectare (TCH) os colmos de cada parcela, convertendo-os para TCH.

10. FIBRA (Percentagem

de matéria seca insoluvel

em agua)

11. BRIX % (Percentagem

de solidos soluveis totais

no caldo) Amostras de 10 canas por parcela realizada em
12. POL% cana laboratdrio.

(Percentagem de sacarose

aparente contida na cana)

13. AR (Agucares
Redutores: glicose e
frutose)

3.3.2 Andlise dos caracteres quantitativos

Os dados foram submetidos a analise de varidncia univariada, pela qual
foram obtidas as médias e as matrizes de variancias e covariancias residuais,
sendo as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott (1974), visto que este é
um método utilizado como uma alternativa em procedimentos de comparagao

multipla, por ndo apresentar ambiguidade nos resultados (Silva et al., 1999).

3.3.2.1 Medidas de divergéncia genética utilizadas

A quantificacdo da divergéncia genética a partir de caracteres
quantitativos foi realizada através da Distancia Generalizada D’ de Mahalanobis,

da Distancia Euclidiana Média Padronizada e da analise por Componentes
Principais. Para o estudo envolvendo essas trés técnicas, de divergéncia, as
variaveis consideradas foram TCH, POL, AR e FIBRA, uma vez que sao
caracteres de grande interesse agronémico em estudos com melhoramento de

cana-de-agucar.
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O agrupamento dos gendtipos estudados foi realizado através do método
UPGMA (“modelo hierarquico aglomerativo da média aritmética entre pares nao
ponderados”) e a analise aglomerativa pela técnica do método hierarquico do

“Vizinho mais Distante”, utilizando-se como medidas de dissimilaridade a

Distancia Euclidiana Média Padronizada e a Distancia Generalizada D de

Mahalanobis. Para Distancia D, utilizou-se adicionalmente o agrupamento pelo
meétodo de otimizacido de Tocher, a fim de comparar seu relacionamento quanto a
formagdo dos grupos em relacdo as duas técnicas de agrupamentos utilizadas
com base nas distancias obtidas, como também para os grupos formados a partir

da técnica por Componentes Principais.

3.3.2.2 Distancia Euclidiana Média Padronizada

A Distadncia Euclidiana Média Padronizada como medida de
dissimilaridade que considera a matriz [Xij].x, de dados €& representada

matricialmente por:

X, X, X X, l
X3 X5 Xy o Xy,

X =] X3 X, X5 - X5,
| X XX e an_(nxp)

Em que:
n = numero de gendtipos em estudo;
p = numero de caracteres avaliados;
Dessa forma, cada vetor linha representa uma unidade amostral
(gendtipo) e cada vetor coluna uma variavel (caracteristica).

A padronizagdo € realizada para eliminar os efeitos da mudanga de

escala das caracteristicas avaliadas, obtida através da expresséao:

Onde:
Z;j = é o valor padronizado da observagéo Xj no i-ésimo gendtipo (i =1, 2,..., n)

e j-ésima caracteristica (j = 1, 2,..., p).
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X ; = média dos dados da caracteristica j;

s; = desvio padréo dos dados da caracteristica j.

A Distancia Euclidiana Média baseada em dados padronizados entre dois

genotipos i e i’ foi obtida pela seguinte expresséo (Cruz e Regazzi, 2001):

o 1 VRS
D"‘anj:(xij Xij)" s

Em que n = numero de caracteristicas analisadas.

3.3.2.3 Distancia Generalizada D;. de Mahalanobis

A Distancia Generalizada D} de Mahalanobis entre dois gendtipos é

calculada de acordo com a formula definida por Mahalanobis (1936) e
apresentada por RAO (1952), sendo adequada para dados provindos de
repeticoes em ensaios experimentais. De posse das informacgdes, sdo estimadas

as meédias X; para cada tratamento e a matriz n x n de dispers&o residual entre os
caracteres, ou matriz de varidncias e covariancias residuais, as estimativas de D2
sao obtidas pela expresséo:

D =8y '8
Em que:
D’ = distdncia de Mahalanobis entre os genotipos i e i
v = matriz de varidncias e covariancias residuais;
o'= [d1 d2 dn], sendo dn=Yij — Yi'j;
dn = representa a diferenga entre médias de dois gendtipos i e i’ para uma dada
caracteristica j.

Yi=média do i-ésimo genotipo em relagdo a j-ésima variavel.

No presente trabalho as estimativas de D; foram obtidas por meio de

variaveis transformadas, em que se combinam as variaveis originais, cujas
variancias e covariancias residuais sao iguais a 1 e 0, respectivamente. Para a
obtengdo deste conjunto de variaveis nao-correlacionadas Z; (r =1, 2, ..., p), a

partir do conjunto de variaveis originais X;, utilizou-se a técnica de inversao por
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condensacgao pivotal, da matriz de dispersao residual y. Com essa técnica, a

matriz de dispersao residual foi reduzida a uma matriz identidade |, obtendo-se a

distancia D:

i'

p
por meio da expressdo: D;. =Y (Z, —Z;,)*, em que:
r=1

Zir = média da r-ésima variavel transformada pelo processo de condensacao
pivotal.

Com a matriz de dissimilaridade da Distancia Generalizada de
Mahalanobis, € inicialmente identificado o par de cruzamentos ii', que apresenta o
menor valor de distancia, formando assim o primeiro grupo. Em seguida, avalia-se
a possibilidade de incluir mais um gendtipo no grupo ou a necessidade de
formagdo de outros grupos, obedecendo-se o mesmo critério anteriormente

citado.

k 2
A distancia média intragrupo é dada por: Di

2 )
ij'=1 ~n

Em que:

k
Z D.. = soma de todas as possiveis combinagdes dos n genoétipos incluidos no
ij'=1

grupo; e C’= numero maximo de combinacgdes dois a dois dos n genotipos
incluidos no grupo.

As distancias meédias intergrupos sao calculadas somando-se as
distancias de todos os possiveis pares de gendtipos entre dois grupos; esse valor
€ entdo dividido pelo numero de pares formados.

3.3.2.4 Analise da divergéncia por Componentes Principais

A anadlise de Componentes Principais foi realizada conforme
detalhamento e consideragdes gerais segundo Cruz et al. (2004). Dessa forma, os
componentes principais foram obtidos da seguinte forma: seja X; média
padronizada do j-ésimo carater (j= 1, 2, 3, 4) avaliado do i-ésimo gendtipo (i= 1, 2,
3,...12) e R a matriz de variancia e covariancia fenotipica entre os caracteres.

O método consiste em transformar conjunto de n variaveis (Xi1, Xiz, ... Xin)

em um novo conjunto (Yi1, Yio, ... Yin ), em que Y’js s&o fungdes lineares dos X'; s
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independentes entre si, ou seja nado correlacionados, conforme as seguintes
propriedades:
Se Yj € um componente principal, ent&o:

Se Yj & um componente principal, entgo:
Y|j = biXj1+ boXirt ... + bpXin (2)

Onde Yj e Yj; apresentam as restrigoes:

Zaf = be =1
] ]
Zajbj =0

J

Assim, dentre todos os componentes principais, a variancia decresce da seguinte
maneira:
Yi1 > Yi2 > s >Yin (3)

Desta forma, pode-se estimar:

a) a variancia associada a cada componente por meio das raizes caracteristicas

da matriz R.
Cada raiz caracteristica, ou autovalor (1), € obtida considerando-se que:
det (R-nl)=0

b) os coeficientes de ponderacdo de cada componente principal sdo obtidos por

meio de vetores caracteristicos associados a cada raiz caracteristica de R.
Cada vetor caracteristico, ou autovetor (a), obtido pela solugao de:
(R-A)a=¢

c) a ordem das varidveis associadas aos maiores elementos identificados do

ualtimo até o primeiro autovetor.

As variaveis de maiores pesos nhos Uultimos autovetores foram
consideradas de menor importancia. Entretanto, as variaveis de maiores pesos

nos primeiros autovetores, as de maior importancia para a divergéncia genética.
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A disposicao relativa dos 12 gendtipos foi determinada pela utilizagao da
técnica de dispersdao de escores em graficos tridimensional. O grafico de
dispersao foi construido com base nos escores dos trés primeiros componentes
em que os gendtipos foram transpostos de um espago n-dimensional (n = 8) para
um plano tridimensional, utilizando os componentes principais 1, 2 e 3 (CP1 x
CP2 x CP3).

d) o conjunto de cargas totais associadas as variaveis, considerando-se que:

Cj=aR, emque,

C; é o vetor linha de ordem j cujos elementos sdo Cy;.

A carga da variavel k no j-ésimo componente principal pode ser
representada da seguinte forma:
Cy
P

Neste caso, considera-se que a correlagao entre k-ésima caracteristica e o j-

Carga =

ésimo componente pode ser obtido por:

Cév(xk s yj )

WxNV(Y,)

e) A importancia relativa (IR) de cada componente é determinada pela expresséao:

4

=——— onde,
Traco(R)

j

A, sdo raizes caracteristicas (autovalores) de R.

Os demais componentes principais sdo obtidos analogamente ao descrito
para os dois primeiros. Em estudos de divergéncia genética, entre um grupo de
gendtipos, €& desejavel que a varidncia acumulada nos dois primeiros
componentes principais exceda 80%, para que a distorcdo das coordenadas de
cada gendtipo, no grafico de dispersdo cujos eixos sdo 0s componentes
principais, seja considerada aceitavel e as inferéncias no estudo da diversidade

genética, sejam satisfatorias (Cruz et al., 2004).
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3.3.3 Diversidade genética a partir dos caracteres morfolégicos e por

marcadores moleculares

3.3.3.1 Caracteristicas morfoldgicas consideradas

Foram avaliadas 31 caracteristicas morfologicas no presente trabalho,

permitindo a construcdo de uma matriz binaria quanto as caracteristicas em

estudo. As caracteristicas morfolégicas avaliadas foram obtidas a partir de

algumas medic¢des efetuadas e principalmente, através de observagdes visuais,

em cada parcela (Quadro 2).

Tabela 2. Caracteristicas morfolégicas avaliadas em genoétipos de cana-de-

acgucar, com 10 meses, exceto brotacdo, perflhamento e desenvolvimento, que

foram avaliadas com dois meses, 2005/2006.

Caracteres morfoldgicos

Descricao

1. Touceira

1.1. Habito de
crescimento

Observacéo visual dos colmos da parcela, com valor (1)
para crescimento ereto e (0) para crescimento levemente
decumbente.

1.2. Brotagao

Observacao visual quanto a germinacgao das plantas 40
dias apds o plantio, através de escala de notas em cada
parcela. Brotacido satisfatdria: notas média 2,4 a 3,0 e
brotacdo 6tima: média >3,0, com valor (0) para brotagao
boa e (1) para brotagéo étima.

1.3. Desenvolvimento

Observagédo visual quanto ao tamanho e vigor das
plantas dois meses apds o plantio, através de escala de
notas em cada parcela. Desenvolvimento satisfatorio:
notas 2,4 a 3,0 e desenvolvimento 6timo: média >3,0,
com valor (0) para desenvolvimento bom e (1) para
desenvolvimento 6timo.

1.4. Perfilhamento

Contagem da quantidade de plantas em cada touceira da
parcela, considerando-se perfilhamento médio: <54 e
perfilhamento o6timo >5,4, com valor (0) para
perfilhamento médio e (1) para perfilhamento étimo.

2. Colmos

2.1.Comprimento dos
entrenos

Medida na parte mediana dos colmos (situado a uma
altura de = 40 cm do solo). Comprimento curto: < 15 cm,
médio: de 15 a 20 cm, com valor (0) para comprimento
curto e (1) para comprimento médio.

2.2. Didmetro dos
entrends

Obtida do centro do internédio na altura mediana do
colmo, com um paquimetro. Didmetro fino: < 2,5 cm,
médio: 2,5 a 3,5 cm, com valor (1) para didmetro médio e
(0) para didmetro fino.
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Tabela 2. (Cont.) Caracteristicas morfologicas avaliadas em gendétipos de cana-

de-acucar, com 10 meses, exceto brotacado, perfilhamento e desenvolvimento,

que foram avaliadas com dois meses, 2005/2006.

Caracteres morfoldgicos

Descricéao

2. Colmos

2.3. Formato de entrends

Observacgao visual dos colmos da parcela, com valor
(0) para formato cilindrico e (1) para formato curvado.

2.4. Tipos de rachaduras
nos entrends

Observacao visual dos colmos da parcela, com valor
(1) para auséncia de rachaduras e (0) para rachaduras
rasas.

2.5. Disposigao dos
entrends no colmo em
ziguezague

Observacao visual dos colmos da parcela, com valor
(1) para disposigao suave e (0) para disposi¢ao nitida.

2.6. Aspecto dos entrends

Observacgao visual dos entrends dos colmos da parcela
com relacdo a presenca e/ou auséncia de manchas,
com valor (0) para entrends lisos e (1) para entrends
manchados.

2.7. Canaleta da gema

Observacao visual na base dos internddios (acima do
anel de crescimento) dos colmos das plantas da
parcela, com valor (0) para auséncia de canaleta e (1)
para canaleta rasa.

2.8. Quantidade de cera no
entrend

Observacgao visual dos colmos da parcela, com valor
(0) para pouca cera e (1) para muita cera.

2.9. Saliéncia do anel de
crescimento do n6

Observacgao visual dos anéis de crescimento nos nos
dos colmos da parcela, com valor (0) para pouca
saliéncia e (1) para saliéncia média.

2.10. Cor do primordio
radicular, sob a palha

Observacgao visual dos primordios radiculares (apés a
retirada da palha) da regido radicular situada nos nos
dos colmos da parcela, com valor (0) para amarelo-
verde e (1) para roxo-amarelo.

2.11. Largura da zona
radicular do n6

Medida linear em centimetros da regido compreendida
entre a cicatriz foliar e a base do anel de crescimento
do no, efetuada no lado que se situa a gema e o lado
oposto a gema na altura mediana do colmo, com um
paquimetro, obtendo-se um valor médio. Largura:
estreita: < 0,8 cm, média: de 0,8 a 1,3 cm, com valor
(1) para largura estreita e (0) para largura média.

2.12. Enraizamento aéreo
na zona radicular do n6

Observacao visual de presenca e intensidade de
raizes aéreas na regido radicular situada na parte
basal dos colmos na parcela, com valor (1) para
auséncia de enraizamento e (0) para pouco
enraizamento.

3. Gemas

3.1. Saliéncia das gemas no
no

Observacgao visual das gemas em relagao ao no, com
valor (1) para pouca saliéncia e (0) para saliéncia
média.

3.2. Inser¢cao da gema em
relacao ao anel de
crescimento

Observagoes visuais das gemas se ultrapassam ou
nao o anel de crescimento, com valor (1) quando
nunca ultrapassam e (0) quando ocasionalmente
ultrapassam.
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Tabela 2. (Cont.) Caracteristicas morfologicas avaliadas em gendétipos de cana-

de-acucar, com 10 meses, exceto brotacado, perfilhamento e desenvolvimento,

que foram avaliadas com dois meses, 2005/2006.

Caracteres morfoldgicos

Descricao

3. Gemas

3.3. Posigao do poro da
gema

Observacao visual quanto ao ponto de crescimento da
gema, com valor (0) para poro sub-apical e (1) para
poro apical.

3.4. Distribuicdo de pélos
nas gemas

Observacao visual com auxilio de uma lupa da auséncia
ou presenca de pélos nas gemas e sua distribuicdo em
relacédo a gema, com valor (0) para auséncia de pélos e
(1) para presenca de pélos distribuidos no apice das
gemas.

4. Folhas

4.1. Largura do limbo

Caracteristica analisada em 5 folhas +3 com um
paquimetro, medida na parte mediana do limbo,
obtendo-se um valor médio. Largura: estreita: <4,0cm,
média: de 4,0 a 5,5 cm, com valor (0) para limbo de
largura estreita e (1) para limbo com largura média.

4.2. Pélos no bordo do
limbo

Observagao visual quanto a presencga e intensidade de
pélos no bordo do limbo foliar com auxilio de uma lupa,
com valor (0) para auséncia de pélos e (1) para
presencga de poucos pélos.

4 .3. Serrilhamento do bordo

Observacao visual das bordas de 5 folhas +3 quanto a
margem de serrilhamento do bordo do limbo foliar, com
valor (0) para fraco serrilhamento e (1) para
serrilhamento médio.

4.4. Volume da copa foliar

Observacao visual do volume da copa foliar na parcela
quanto a sua intensidade, com valor (0) para copa foliar
rala e (1) para copa foliar regular.

4.5. Tonalidade da copa
foliar

Observacao visual da tonalidade da copa foliar na
parcela, com valor (0) para copa de tonalidade clara e
(1) para copa de tonalidade intermediaria.

4.6. Tamanho da auricula

Pequeno apéndice na base das folhas reentrantes na
parte inferior. Caracteristica analisada em 5 folhas +3
com um paquimetro, obtendo-se um valor médio.
Auricula pequena: <2,0 cm, auricula média: de 2,0 a 5,0
cm, com valor (1) para auricula pequena e (0) para
auricula média.

4.7. Formato do cotovelo
“‘dewlap”

Observacao visual quanto ao formato do dewlap, com
valor (0) para dewlap com formato normal e (1) para
dewlap com formato triangular.

5. Bainha

5.1. Posigao da pilosidade

Observacao visual da presenga ou auséncia de pélos na
bainha, com valor (0) para auséncia de pélos e (1) para
presencga de pélos no dorso da bainha.
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Tabela 2. (Cont.) Caracteristicas morfologicas avaliadas em gendétipos de cana-
de-acucar, com 10 meses, exceto brotacado, perfilhamento e desenvolvimento,

que foram avaliadas com dois meses, 2005/2006.

Caracteres morfoldgicos Descricao

6. Palmito

Observacao visual quanto a presenca e intensidade de
cera no palmito (regido compreendida entre o dewlap +1

6.1. Presenca de cera até a insercdo da folha +4 ou +5, com valor (0) para
fraca presenca de cera e (1) para quantidade regular de
cera.

Medida linear em centimetros de 5 palmitos
compreendidos do dewlap +1 até a insercao da folha +4,
realizado com o auxilio de uma trena, obtendo-se uma
média. Palmito curto: <50 cm, palmito de comprimento
médio: 50 a 65 cm. Valor (0) para plantas com palmito
de tamanho médio e (1) para palmitos curtos.

6.2. Comprimento

Observacdo visual do palmito quanto a sua secéo
transversal, através de seu corte perpendicular em
relacdo ao seu comprimento, com valor (0) para segao
transversal oval e (1) para sec¢ao transversal circular.

6.3. Sec¢ao transversal

3.3.3.2 Obtencédo de DNA para analise molecular

3.3.3.2.1 Execucéo do trabalho

Para a avaliagdo da presengca de DNA polimérfico, os 12 gendtipos
conduzidos no experimento nas condicbes de campo na Usina Santa Clotilde
foram plantados em casa de vegetacao com a finalidade de se obter folhas jovens
para extracao e isolamento de DNA. Para isto, os mini-rebolos antes de plantados
foram tratados com fungicida Derosal utilizando 1mL/10L de agua, com imers&o
por dois minutos, plantados em caixas contendo substrato na proporcao de 1/4 de
polpa de coco, 1/4 de torta de filtro e 2/4 de terra preta.

Foram coletadas amostras de folhas frescas dos genétipos cultivados em
casa de vegetagdo e levadas para o Laboratorio de Genética Molecular,
Genbmica e Protedmica (GEMPRO) do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal de Alagoas (CECA / UFAL), situado no municipio de Rio
Largo, Estado de Alagoas, para extracdo do DNA gendmico total e posteriores

analises biomoleculares. Foram colhidas as folhas mais jovens de cada genotipo
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no estadio inicial de desenvolvimento, com uma semana ap0s germinagao. As
amostras coletadas foram conduzidas ao laboratorio, lavadas em agua destilada e

esterilizada, entdo armazenadas a 4°C até o momento do isolamento de DNA.

3.3.3.2.2 Extracao e isolamento do DNA

Para o isolamento do DNA gendmico total foi utilizado protocolo descrito
por Graham et al. (1994) utilizando-se o detergente catibnico CTAB 2% (cationic
hexadecyl trimethyl ammonium bromide) na composi¢cao do tampao de extragao.

A quantidade de tecido foliar fresco utilizado para cada gendtipo foi de
150 mg, o qual foi macerado (para rompimento das paredes e membranas
celulares) dentro de microtubos contendo 500 uL de solugdo do tampao de
extracédo [2 % (m/v) CTAB, 100 mM Tris-HCI, 1,4 mM NaCl, 20 mM EDTA, pH
8,0]. As amostras depois de homogeneizadas, foram incubadas em banho-maria
a 65°C por 30 minutos. Decorrido esse tempo, os tubos foram centrifugados a
11.336 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi coletado e transferido para um novo
microtubo. Adicionou-se o0 mesmo volume de CIA (24:1) e, em seguida, os tubos
foram invertidos 3 vezes durante 2 minutos para homogeneizar a amostra. Apés
centrifugar a 12.045 x g por 30 segundos, o sobrenadante foi cuidadosamente
coletado e transferido para um novo microtubo. Adicionou-se 1/10 do volume
coletado de acetato de amobnio 7,5 M e 2 vezes o volume de etanol absoluto
gelado (previamente armazenado a -20°C). Os tubos foram delicadamente
invertidos para precipitagdo do DNA e, em seguida, incubados a -20°C por, no
minimo, uma hora. Apds centrifugar a 12.045 x g por 90 segundos, o
sobrenadante foi descartado. O precipitado de DNA foi entdo lavado com etanol
70% e os tubos foram invertidos para secar a temperatura ambiente por 20
minutos. O DNA extraido foi ressuspendido em 80 uL de TE [Tris-HCI 10mM,
EDTA 1mM, pH 8,0] e incubado em banho-maria a 37°C por 30 minutos. Apds

esfriamento a temperatura ambiente, o DNA foi acondicionado a 4°C.
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3.3.3.2.3 Concentracéo e pureza do DNA

Depois de obtido, foi realizada a avaliagdo da qualidade do DNA
gendmico total isolado. Os resultados foram obtidos em ng/uL por quantificagdo
em espectrofotdmetro JENWAY (Genova Life Science Analyser), considerando-se
a leitura da absorbancia no comprimento de onda de 260nm. Ainda, através da
leitura em espectrofotdmetro, foi determinada a pureza do DNA, obtida pela razéo
ODysp / ODggo. Para a determinagao da qualidade do DNA, uma aliquota de 5uL
de cada amostra foi analisada por meio de eletroforese em gel de agarose 0,8%
(p/v) e submerso em tampé&o TBE (Tris-borato 89mM, EDTA 2mM), submetido a
3,3 V/icm, durante uma hora. O gel foi posteriormente corado com brometo de
etidio contendo 0,5 ug/mL diluido em TBE. O DNA gendmico foi visualizado em
transiluminador de luz UV e fotodocumentado através do Sistema Digital Kodak
Science.

3.3.3.2.4 Primers RAPD utilizados e condi¢cdes da PCR

Onze oligonucleotideos iniciadores (IDT®, Integrated DNA Technologies,
Inc) foram testados e todos foram utilizados nas reacbées RAPD por produzirem
padrbes consistentes e perfis eletroforéticos variaveis. Os oligonucleotideos
empregados no estudo, encontram-se descritos a seguir na Tabela 3, com suas

respectivas sequéncias.

Tabela 3. Primers RAPD utilizados na analise molecular RAPD dos 12 gendtipos

de cana-de-acgucar.

PRIMER SEQUENCIA DO INICIADOR (5= 3') % CG
OPA 1 CAGGCCCTTC 70
OPA 2 TGC CGAGCT G 70
OPA 3 AGT CAGCCAC 60
OPA 4 AAT CGG GCT G 60
OPA7 GAAACG GGT G 60
OPA 8 GTGACGTAGG 60
OPA 9 GGG TAACGCC 70
OPA 10 GTGATCGCAG 60
OPA 16 AGC CAG CGA A 60
OPA 18 AGGTGACCGT 60

OPA 20 GTTGCGATCC 60
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Cada reacado de amplificagdo compreendeu um volume total de 50 uL,
consistindo de dNTPs Mix 200uM, Tampéao PCR 1X (Tris-HCI 50mM, KCI 20 mM),
MgCl,; 2mM, 0,5 uM de cada iniciador, 8U de Tag DNA polimerase (Biosystems),
20 ng de DNA gendmico, agua Milli Q estéril. As amplificagbes foram conduzidas
num termociclador PTC-200 Peltier Thermal Cycler (MJ Research),
empregando-se um programa com etapa inicial de pré-desnaturagao a 92°C por 4
minutos, seguida de 40 ciclos, com 45 segundos a 92°C, 1 minuto e 30 segundos
de pareamento a 40°C, 1 minuto e 30 segundos de extensao a 72°C. Apds, foi
realizado um ciclo adicional de extensao final de 5 minutos a 72°C.

Os fragmentos amplificados foram resolvidos em gel de agarose 1,5%
(p/v), submerso em tampao TBE (Tris-borato 89mM, EDTA 2mM), aplicando-se 3
V/cm durante 5 horas. Foi utilizado padréao de peso molecular de 1Kb (Promega)
para analise dos fragmentos. O gel foi posteriormente corado com brometo de
etideo (0,5 pg/mL), visualizado sob luz UV e fotodocumentado através do Sistema

Digital Kodak Science.

3.3.3.25 Primers SSR utilizados e condicdes das reacbOes de

amplificacéo

Foram selecionados seis pares de iniciadores que flanqueiam regides de
microssatélites em cana-de-acucar. Os iniciadores denominados MCS005C04,
MCSA175G03, MCSA176C01, MCSA205C07, YCS02.047 e YCS24.043, foram
sintetizados pela Dialab Diagndsticos, Brasil. Os iniciadores foram escolhidos pelo
polimorfismo apresentado em estudos prévios com cana-de-agucar. As
sequéncias dos locos SSR utilizadas neste estudo encontram-se descritos a

seguir na Tabela 4.
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Tabela 4. Primers SSR testados para caracterizacdo dos 12 genétipos de cana-

de-agucar.
Primer Sequéncia (5' —» 3"
MCSA175G03 CCATCGAGCAATCGAGCTGC
GTTTGACAGGCGGATGTTCTGA
MCSA176C01 GAGTCAGTTGGTGCCGAGATTG
CGAACAGGTTAAAGCCCATGTC
MCSA205C07 GCTACCAGCTCTCGGTGCTTC
GCACGGGCTAGAACCTAGAAGG
MCS005C04 AGTAGTCACCACCATGTCTGGCA
CATCCTCCAAGCATCTGTTCCA
YCS24.043 CCAAAGCCCAACTGAAAGAGC
GAGGTTAGCGAAGTGGATCACG
YCS02.047 GCAGAGACAGGCGTCTTCGTACT

GCGTTTCCGACCTGGATACC

As reacdes de amplificacdo foram realizadas em cada um dos 12
gendtipos utilizando iniciadores especificos de cada loco. Inicialmente, cada
reacao foi realizada em um volume total de 50 uL, mesmo volume utilizado para
as reagdes de RAPD, consistindo de dNTPs Mix 200uM, Tampao PCR 1X (Tris-
HCI 50mM, KCI 20 mM), MgCl, 2mM, 0,5 uM de cada iniciador 3’ e 5, 8U da
enzima Taq DNA-polimerase (Biosystems), 20 ng de DNA gendmico, agua Milli Q
estéril. As concentragbes MgCl, foram modificadas para 2,5 em algumas reagdes
de PCR dos iniciadores MCSA175G03, MCSA176C01 e MCSA205C07 a fim de
se obter melhor amplificacdo, bem como a quantidade de DNA que foi elevada
para 30 ng.

O ciclo total de amplificagdo com os iniciadores foi realizado com o
termociclador programado para iniciar com uma pré-desnaturagdo a 94°C por 3
minutos, seguida de 25 ciclos, com 45 segundos a 94°C, 30 segundos de
pareamento a 46°C, 30 segundos de extensédo a 73°C e 3 minutos de extensao
final a 73°C.

Em funcdo da auséncia hibridagdo dos iniciadores MCS005C04,
YCS24.043 e YCS02.047, o ciclo da reagao foi modificado, em que a etapa inicial
de pré-desnaturacdo foi de 94°C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos, com 1
minuto a 94°C, 1 minuto de pareamento a 52°C, 1 minuto de extensdo a 72°C e 7

minutos a 72°C para extensao final. Outra modificacdo também realizada foi
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quanto ao volume total da reagao que foi reduzida a um volume total de 20 puL, no
entanto a concentragao dos reagentes permaneceram as mesmas, reduzindo-se
apenas a enzima Taq DNA-polimerase que passou para 3 unidades,
permanecendo também 20 ng de DNA. Os produtos SSR foram resolvidos sob
condigdes desnaturantes em gel de poliacrilamida a 8%, empregando-se a
metodologia proposta por Creste et al. (2001), e revelados com nitrato de prata
segundo protocolo de Sanguinetti et al. (1994), com fotodocumentagao através do

Sistema Digital Kodak Science.

3.3.3.3 Andlise da divergéncia genética para os caracteres morfolégicos

e moleculares

Estudos envolvendo variaveis qualitativas binarias, caracterizadas pela
presenga ou auséncia de marca, para cada par de gendétipos (i, j) considerado, as
medidas de similaridade/dissimilaridade, baseiam-se em tabelas 2 x 2, como

apresentado na Tabela 5.

Tabela 5. Quantificagéo da similaridade/dissimilaridade entre os gendtipos i e |.

Gendtipo i
0
1 a b atb
Gendtipo j
0 c d c+d
Total a+c b+d atb+c+d

A determinagdo da variabilidade genética tanto para os caracteres
morfolégicos quanto para os dados obtidos por marcadores moleculares foi

realizada através do indice de Jaccard (Jaccard, 1908) dado por:

Sii= L, amplamente utilizado em estudos de variabilidade genética por
a+b+c+d

excluir a coincidéncia do tipo “0-0" como fator de similaridade. Apenas a
coincidéncia “1-1” deve ser levada em consideragdo na similaridade entre dois
acessos.

Para as caracteristicas morfoldgicas avaliadas (Apéndice 1) os dados

dicotdmicos (binarios), obtidos, foram transcritos para tabulagdo considerando-se
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0 e 1 para cada caracteristica avaliada, permitindo a construcdo de uma matriz
binaria (n x p) utilizada para a determinagéo dos coeficientes entre os gendtipos.

Foram construidas curvas de calibracdo baseadas na mobilidade do
marcador (1 kb) para cada gel em estudo. Através destas curvas, foi possivel
avaliar os tamanhos dos fragmentos de DNA produzidos. Na construgcdo das
curvas, valores de migragcdo (cm) do marcador 1 kb fornecidos pela fotografia
foram representados graficamente em comparagdo com valores previamente
estabelecidos por tamanhos de fragmentos (peso molecular kb).

Os valores dos tamanhos dos fragmentos gerados pelas amplificagcbes a
partir dos marcadores moleculares, foram analisados quanto a presencga (1) ou
auséncia de bandas (0) de DNA homodlogas dentre os genodtipos, para a
construgdo também de uma matriz bindria. Considerou-se para analise na
determinagao da divergéncia genética apenas as bandas polimérficas que néo
davam margens de duvidas. As bandas fracas com pouca resolugdo foram
desconsideradas.

O agrupamento dos gendtipos foi realizado pela técnica de agrupamento
UPGMA, a partir dos coeficientes obtidos pelo indice de Jaccard, o qual permitiu
tracar os dendrogramas representativos dos gendétipos em relagéo aos caracteres
morfologicos. Os obtidos por marcadores moleculares, permitiram fazer uma

analise comparativa quanto aos grupos formados.

3.3.4 Comparacédo de relacionamento genético dos diferentes estimadores

A associagdo entre as medidas de divergéncia genética foi estimada
utilizando o teste de Mantel (Mantel, 1967) que compara duas matrizes entre si,
elemento por elemento. Este teste, fornece ainda um valor de correlagao (r), que
quantifica o grau de relacionamento entre as duas matrizes. Todas as matrizes

obtidas: baseadas no coeficiente de Jaccard, através da caracterizacio
morfologica e molecular (RAPD); da distancia generalizada D, de Mahalanobis e
da Distancia Euclidiana Média Padronizada foram comparadas para obtencao da
relacdo entre as diferentes técnicas de estimativas de divergéncia genética.

Segundo Tatineni et al. (1996), um valor de correlacdo superior a 0,5 é
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considerado estatisticamente significativo a 1% de probabilidade pelo teste t, se o

numero de unidades observadas for superior a 15.

3.3.5 Realizacao das analises estatisticas e técnicas de agrupamentos

A analise univariada dos dados quantitativos para agrupamento das
médias dos genotipos realizadas pelo critério de Scott-Knott foi efetuada através
do programa estatistico Sisvar (Ferreira, 2003).

As demais andlises estatisticas referentes as estimativas da variabilidade
genética, obtidas pelos diferentes métodos, na determinacédo dos coeficientes de
divergéncia, e as técnicas de agrupamento utilizadas, foram analisadas com o

programa computacional GENES, versdo Windows (Cruz, 2001).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise de variancia e médias dos caracteres analisados

Os resumos das andlises de variancia univariada inseridos na Tabela 6
apresentaram diferencas significativas a 1% de probabilidade pelo teste F, em
relacdo a maioria dos caracteres avaliados, sendo, portanto, evidéncia da
presenca de variabilidade entre os gendtipos testados. As variaveis Numero de
Touceiras por Parcela (NTP), Percentagem de sélidos soluveis totais no caldo
(BRIX), Percentagem de sacarose aparente contida na cana (POL) e Agucares
Redutores (AR) foram as que n&o apresentaram significancias.

Na Tabela 6, também estdo incluidas as médias dos caracteres
analisados, comparadas pelo teste de Scott-Knott. Dentre todas, a caracteristica
Tonelada de Cana por Hectare (TCH) foi a unica que formou quatro grupos, maior
numero entre as demais caracteristicas. Os gendtipos que apresentaram os
maiores rendimentos foram RB931011 e RB92579 com 106,50 e 107,5 TCH,
respectivamente, formados pelo grupo “d”. Ja os menores rendimentos foram
apresentados pelos genodtipos RB961 e RB94503, formados pelo grupo “a”, com
62,5 e 71,0 TCH, respectivamente. Os demais gendtipos tiveram rendimentos

intermediarios e ficaram entre os grupos “b” e “c”.



Tabela 6. Comparacado de médias e resumo das analises de variancia univariada dos caracteres Diametro Médio do Colmo (DMC),

Altura do Colmo (AC), Numero de Touceiras por Parcela (NTP), Numero de Colmos por Touceira (NCT), Numero de Colmos por

Parcela (NCP), Numero de Entrenés por Colmo (NEC), Numero de Folhas (NF), Angulo de Insercéo da Folha (AIF), Percentagem

de sélidos soluveis totais no caldo (BRIX), Tonelada de Cana por Hectare (TCH), Percentagem de sacarose aparente contida na

cana (POL), Agucares Redutores: glicose e frutose (AR), Percentagem de matéria seca insoluvel em agua (FIBRA). Rio Largo-AL,

2006.

Genotipos _ DMC AC NTP NCT NCP NEC NF AlF BRIX TCH POL AR FIBRA
RB961 2300a  104,00a 49,50a 3,75a 180,00a 1425a 550b 19,25a 2250a 6250a 20,25a 0,25a  17,25b
RB94503  2525a  140,00b 48,75a 500a 237,75b 1625b 4,25a 2650b 2325a 7100a 2050a 075a 14,50 a
SP79-1011 29,00b  127,25b 4125a 575b 227,25a 13,50a 4,75a 2325b 2325a 7650b 20,50a 025a 1500a
RB72454  2925b  141,50b 39,00a 6,00b 23475b 16,00b 575b 20,75a 2325a 77,75b 20,75a 025a 1550a
RB951541 2525a 129,00b 51,75a 550a 24450b 1550b 4,25a 2550b 2275a 7850b 19,50a 0,75a 1525a
RB9364 28,00b  140,25b 42,75a 6,00b 21675a 17,00b 625c 2550b 23,50a 81,00b 2050a 050a 18,25b
RB931530 28,50b  131,75b 47,25a 450a 210,00a 1825b 7,25¢ 17,25a 23,50a 8850c 21,00a 025a 14,25a
RB931611 26,75a 137,50b 46,50a 4,75a 213,75a 16,50b 575b 14,25a 2225a 90,00c 20,25a 1,00a 1375a
RB931003 26,00a 13500b 4500a 525a 222,00a 1450a 525b 1825a 23,00a 90,50c 19,25a 1,00a 1500a
RB93509  30,75b 12525b 46,50a 4,75a 204,00a 1625b 625c 22,75b 2225a 9500c 1950a 050a  17,00b
RB92579  27,75b  164,00c  39,00a 7,00b 271,50c 1575b 7,00c  23,00b 23,00a 107,50d 20,75a 050a 1575a
RB931011 26,25a 15575c 39,00a 7,00b 264,00c 1350a 550b 2450b 23,00a 106550d 2025a 050a 17,50b
Blocos 5,52 1220,56 626,06 13,25 _ 380,69 4,85 0,24 39,32 166 347,48 6,22 0,81 12,44
Gendtipos 199,63 10099,06* gg1 56"  40,62*  2604,9*  825* 3,65 58,7  844™ 785425 4729™ 031"  86,28*
Residuo 105,82 690519  2206,69 50,6 412,6 1,46 0,55 28,32 1311 173742 34,51 0,24 31,08
Media 27,12 13594 44,688 5351 227,19 156 5,65 2168 2288 85838 20,29 0,54 15,71
CV(%) 6,6 10,64 18,29 23,14 8,94 7,74 13,08 24,55 2,75 8,44 5,04 25,42 6,17

Médias seguidas de letras distintas na coluna diferem a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.
*, Significativo em 1% de probabilidade pelo teste F.

AR, valores transformados em 4/x+0,5 .
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Tal evidéncia, pode-se atribuir ao pequeno estresse hidrico ocorrido
devido a problemas na irrigagao trés meses apos o plantio, afetando dessa forma,
o comportamento de alguns gendtipos com maior sensibilidade a falta d’agua,
como € o caso dos gendtipos do grupo “a” RB961 e RB94503, contribuindo assim
para o maior numero de grupos formados para a variavel TCH em relacdo as
demais avaliadas.

Um segundo conjunto de variaveis com maior numero de grupos
formados foi Altura do Colmo (AC), Numero de Colmos por Parcela (NCP) e
Numero de Folhas (NF), em que cada varidvel separou os genoétipos em trés
grupos. Dentre todos os gendtipos, em relagdo a estas trés variaveis e a maioria

das demais analisadas, RB92579 e RB931011 apresentam predominancia de

[{Ppet)

maiores meédias, permanecendo no grupo “c’, destacando-se dos demais

gendtipos.

4.2 Correlagbes Fenotipicas, Genotipicas e de Aambiente entre o0s
caracteres quantitativos utilizados para a determinacdo da

divergéncia genética

Na Tabela 7 sdo encontradas as estimativas dos coeficientes de
correlacdes entre as quatros caracteristicas de cana-de-acgucar utilizadas no
estudo de divergéncia genética através da Distadncia Euclidiana Média
Padronizada, Distancia Generalizada (D) de Mahalanobis e analise por
Componente Principais.

A magnitude das Correlagdes Fenotipicas (rg), Genotipicas (rg) e de
Ambiente (ra) apresentaram valores minimos de -0,0253, 0,0021 e -0,0713 e
maximos de -0,7570, -0,9328 e -0,6576, respectivamente.

O carater POL apresentou Correlagbes Fenotipicas e Genotipicas
negativas com a variavel TCH, com valores de -0,0253 e -0,1786,
respectivamente. Apesar de baixa magnitude, indica que a sele¢cdo no intuito de
se elevar a produtividade agricola (TCH), tem-se um leve prejuizo na
percentagem de sacarose aparente da cana (POL cana). As magnitudes das

correlacdes obtidas no presente trabalho sdo semelhantes as obtidas por Barbosa
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(1979) e Silva (2006). As variaveis Agucares Redutores (AR) e percentagem de
matéria seca insoluvel em agua (FIBRA) apresentaram correlagdes positivas com
TCH, evidenciando aumento nestas variaveis quando se tem também elevacao na
produtividade agricola (TCH). A variavel AR teve correlagdo negativa de elevada
magnitude com a variavel POL e baixa em relagdo a FIBRA. Esta, por sua vez,
apresentou valores positivos com POL, no entanto, com baixa magnitude,
indicando ndo haver relagao entre estas variaveis.

No ambiente em estudo, verifica-se que em quase todos os casos, 0s
Coeficientes de Correlacbes Genotipicas foram mais elevados do que os de
Correlagdes Fenotipicas e de Ambiente, o que indica moderada influéncia do
ambiente na expressado dos caracteres em observagao (Soares, 1991). Segundo
Falconer (1987), as diferencas de sinais observados entre correlacbes
genotipicas e de ambiente, indicam que as causas de variagdo genética de
ambiente influenciaram os caracteres através de mecanismos fisiologicos
diferentes, o que foi evidenciado no presente trabalho em relagao as correlagdes
entre TCH com POL, AR e FIBRA. Isto quer dizer que as mudancas nas
condicbes de ambiente produzem efeitos contrarios deste com os demais

caracteres.

Tabela 7. Estimativas dos Coeficientes de Correlagbes Fenotipicas (rg),
Genotipicas (rg) e de Ambiente (ra) entre quatro caracteristicas estudadas (TCH,

POL, AR e FIBRA) em 12 gendtipos de cana-de-agucar.

Caracteristicas r POL AR FIBRA
F -0,0253 0,2750 0,1014
TCH G -0,1786 0,5344 0,1213
A 0,3060 -0,2083 -0,0713
F - -0,7570 0,0608
POL G - -0,9328 0,0021
A - -0,6576 0,2110
F - - -0,2837
AR G - - -0,3877
A - - -0,2008
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4.3 Divergéncia genética através dos caracteres quantitativos

4.3.1 Distancia Euclidiana Média Padronizada

Os valores das dissimilaridades geradas pela Distancia Euclidiana Média
Padronizada entre os gendtipos estudados encontram-se inseridos na Tabela 8.
Entre os quatro pares mais dissimilares, a analise das Distancias Euclidianas
identificou as combinag¢des RB931611 - RB72454 e RB931611 - RB931530 como
os pares de gendtipos mais divergentes, com valores de 2,38 e 2,27,
respectivamente. Estes materiais ndo sdo aparentados, portanto, esperavam-se
as maiores distancias entre eles. A terceira e quarta combinagdo mais divergente
foi apresentada pelos pares de gendtipos RB931611 - SP79-1011, com 2,26 e
RB931611 - RB951541 com 2,24, apesar de serem gendtipos provenientes de
cruzamentos préximos.

O oposto foi conferido para os pares RB931530 - RB72454 (0,35), que
apesar de nao apresentar relagdo de parentesco, a Distancia Euclidiana Média
identificou estes genotipos como sendo os mais similares entre os demais. O
segundo par de gendtipos com maior similaridade é SP79-1011 - RB951541
(0,45), revelando sua proximidade, visto que SP79-1011 é o pai RB951541. Ja a
terceira maior similaridade com 0,47 foi conferida por RB92579 em relagdo aos
genotipos RB931003 e RB961, entretanto estes materiais também n&o

apresentam relacao de parentesco com RB92579.

Tabela 8. Medidas de dissimilaridade entre 12 gendtipos de cana-de-agucar em
relacdo a quatro caracteristicas (TCH, POL, AR e FIBRA) com base na Distancia

Euclidiana Média Padronizada.

Genotipo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1 RB9364 -

2 RB931011 1,76 -

3 RB94503 0,73 1,12 -

4 RB93509 0,74 1,37 0,85 -

5 RB72454 1,30 1,45 1,07 1,17 -

6 RB951541 0,80 2,11 1,26 0,98 1,11 -

7 SP79-1011 0,89 1,76 1,10 0,78 0,74 0,45 -

8 RB931530 1,27 1,50 1,16 1,00 0,35 0,98 0,55 -

9 RB92579 0,94 216 1,40 099 173 091 1,10 1,57 -

10 RB931003 0,63 1,98 1,18 066 1,53 0,75 089 1,36 047 -

11 RB961 1,22 223 164 102 194 118 129 1,71 047 0,62 -
12 RB931611 2,16 156 1,86 1,73 238 224 226 227 190 200 182 -
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Por meio da analise da Figura 1, obtida pelo Método Hierarquico do
“Vizinho mais Distante”, entre os genoétipos, com um corte de 60%, € possivel
estabelecer a formagdo de cinco grupos. Apesar da Disténcia Euclidiana Média
Padronizada ter demonstrado pouca relagdo quanto a separagao dos genoétipos
entre os mais e menos similares quando considerado o grau de parentesco, pode-
se verificar, que dois grupos sao constituidos por gendétipos proximos dentro do
mesmo grupo, o grupo 2 (G2) formado pelos gendtipos RB93509, RB951541,
RB931011 e RB931611 e o grupo 3 (G3) com RB94503 e RB931003.

O primeiro grupo (G1) foi formado pelos genétipos RB92579 com RB961,
e estes gendtipos ndo sao aparentados, no entanto apresentaram a terceira maior
similaridade genética (Tabela 8). O quarto grupo (G4) foi conferido pelos
gendtipos RB72454, RB931530 e RB9364, e o quinto grupo (G5) formado por
apenas SP79-1011.

O método de agrupamento pelo “Vizinho mais Distante” tem sido
amplamente utilizado no melhoramento genético por ter a capacidade de discernir
grupos separados por pequenas distancias, o que permite a formagdo de um
maior numero de grupos, estabelecendo-se assim maiores chances de grupos

unicos.
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Figura 1. Dendrograma entre 12 gendtipos de cana-de-agucar pelo método de
agrupamento do “Vizinho mais Distante” utilizando como medida de
dissimilaridade a Distancia Euclidiana Média Padronizada.

Ja quando se tem o agrupamento por UPGMA (Figura 2), considerando o
mesmo ponto de corte de 60%, o numero de grupos foi reduzido, havendo a

formagdo de apenas trés grupos. No entanto, o gendtipo SP79-1011 aparece



SILVA, P. P. Divergéncia genética em gendtipos de cana-de-agucar (Saccharum spp.) através de . . . 44

novamente formando um grupo Unico separado totalmente dos demais. Os
genotipos que constituiam o G1 e o G2 pelo método de agrupamento do “Vizinho
mais Distante” (Figura 1), passaram a formar um sé grupo (G1). O mesmo
ocorreu para os genotipos do G3 e G4 que formaram também um grupo unico
(G2) pela técnica UPGMA.
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Figura 2. Dendrograma entre 12 gendtipos de cana-de-agucar pelo método
UPGMA utilizando como medida de dissimilaridade a Distancia Euclidiana Média
Padronizada.

4.3.2 Distancia Generalizada D}, de Mahalanobis

Os resultados obtidos das distdncias D; de Mahalanobis entre os

genotipos estdo apresentados na Tabela 9. Apesar de serem irmaos
(provenientes do mesmo progenitor feminino) esta técnica identificou RB94503 e
RB931011 como sendo o par de gendtipos mais dissimilar entre os demais, cuja
distancia foi de 39,30, além de um terceiro e quarto par de gendtipos que
apresentam alta relacdo de parentesco, RB961 - RB931011 (34,80) e
SP79-1011 - RB931011 (29,18). Apenas o segundo e o quinto par de gendtipos

mais dissimilares identificados pela D; ndo apresentam relagdo de parentesco e

foi formado pelos materiais RB961 - RB92579 (36,75) e RB92579 - RB94503
(29,08).
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Ja o par de gendtipos com maior similaridade foi conferido pelo par de
genotipos aparentados SP79-1011 - RB94503 (0,77), enquanto o segundo,
terceiro e quarto pares similares foram constituidos pelos genétipos SP79-1011 e
RB72454 (0,81), RB931611 e RB931530 (1,67), RB931530 e SP79-1011 (2,27),

0s quais nao apresentam relagao de parentesco.

Tabela 9. Medidas de dissimilaridade entre 12 gendtipos de cana-de-agucar em

relacdo a quatro caracteristicas (TCH, POL, AR e FIBRA) com base na Distancia

Generalizada de Mahalanobis (D).

Genotipos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1 RB9364 -

2 RB931011 12,69 -

3 RB94503 19,85 39,3 -

4RB93509 7,68 28 2441 -

5RB72454 8,73 23,56 2,58 13,13 -

6 RB951541 9,27 19,15 6,08 8,78 3,07 -

7 SP79-1011 14,45 29,18 0,77 16,92 0,81 3,42 -

8 RB931530 15,75 20,87 5,01 12,81 2,76 522 227 -

9 RB92579 16,25 4,79 29,08 6,61 17,7 14,25 20,74 11,77 -

10 RB931003 14,58 13,24 13,7 6,83 8,91 2,97 9 6,28 6,65 -

11 RB961 7,73 34,8 10,81 20,88 6,87 10,26 9,93 17,92 36,75 23,19 -

12 RB931611 20,88 21,18 749 1245 6,32 483 453 167 1145 344 23,77 -

De acordo com os resultados entre os dois estimadores de divergéncia
genética, verifica-se que houve um contraste elevado quanto aos resultados
obtidos pela Distancia Euclidiana Média em relagdo a distancia D; de
Mahalanobis. Os gendtipos RB931611 e RB931530 mostraram-se como o terceiro
par de gendtipos mais divergentes pela Distancia Euclidiana Média com valor de
2,27, ocorrendo o oposto pela a distancia D;. de Mahalanobis, apresentando-se
como o terceiro para de gendtipos com menores distancias (1,67). Verifica-se
também que a menor e a maior distancia obtida pela Distancia Euclidiana Média
foi entre o par de gendtipos ndo aparentados RB931530 - RB72454 e RB72454 -
RB931611, respectivamente. Contudo, pela D; de Mahalanobis o par com menor
€ maior distancia ocorreu entre os materiais aparentados SP79-1011 - RB94503 e
RB931011 - RB94503, respectivamente.

Pela analise do Método de Otimizacdo de Tocher (Tabela 10), foi
registrada a formagdo de quatro grupos, sendo que dois grupos foram

constituidos por apenas um unico gendtipo, o grupo Il formado pelo RB9364 e o



SILVA, P. P. Divergéncia genética em gendtipos de cana-de-agucar (Saccharum spp.) através de . . . 46

grupo IV composto por RB961. Destaca-se que o grupo Il foi configurado pela
presenca de RB93509, RB931011 e RB92579. Os demais gendtipos
correspondem ao grupo | (RB94503, SP79-1011, RB72454, RB931530,
RB951541, RB931611 e RB931003), os quais apresentaram a menor magnitude
de dissimilaridade, obtidos pela D;. de Mahalanobis (Tabela 9). Os grupos Ill e IV

formados respectivamente pelos gendtipos RB9364 e RB961 indicam elevada
divergéncia destes para com os demais, confirmando os valores elevados das
distancias nos pares em que participou.

Analisando entre e dentro dos grupos formados, verifica-se novamente
que ndo ha relagdo da formagédo destes quando considerado o grau de

parentesco dos genotipos. Entretanto, como a distdncia D; de Mahalanobis

quantifica a dissimilaridade genética, conforme enfatizado por Benin et al. (2003),
a constituicdo destes grupos sdo muito mais seguras quando comparadas com a

Distancia Euclidiana Média Padronizada.

Tabela 10. Agrupamento pelo Método de Tocher de 12 gendtipos de cana-de-
aglcar, com base na Distancia Generalizada de Mahalanobis (D?,) em relagdo a

quatro caracteristicas: TCH, POL, AR e FIBRA.

Grupo Genotipos
I RB94503 SP79-1011 RB72454 RB931530 RB951541 RB931611 RB931003
I RB93509 RB931011 RB92579
Il RB9364
\% RB961

Com base no Método Hierarquico do “Vizinho mais Distante” (Figura 3),
com um corte em 20%, tem-se também a formagao de quatro grupos, porém, os
gendtipos RB9364 e RB961 que se encontravam separados formando grupo
individual pelo método de Tocher (Tabela 9), passaram-se para um grupo unico
(G3). A formagao desses dois grupos sO é visivel abaixo de 20%. O grupo |
gerado pelo agrupamento de Tocher foi separado em dois grupos, um grupo (G1)
composto pelos gendtipos RB94503, SP79-1011 e RB72454 e outro grupo (G2)
constituido dos gendtipos RB931530, RB931611, RB951541 e RB931003.
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Figura 3. Dendrograma obtido com a técnica de agrupamento pelo método
“Vizinho mais Distante” utilizando como medida de dissimilaridade a Distancia
Generalizada de Mahalanobis (D2,).

G2

Por meio de analise da Figura 4, obtida pelo método de agrupamento
UPGMA, com um corte de 40% foi estabelecida a formagédo dos quatro grupos,
assim como observado no método de Tocher (Tabela 10), apresentando total
concordancia destas duas técnicas de agrupamento, o que nao ocorreu pelo

método “Vizinho mais Distante” (Figura 3).
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Figura 4. Dendrograma utilizando o método de agrupamento UPGMA com base
na distancia generalizada de Mahalanobis (D).

Apesar da concordancia total no resultado das andlises pelas duas
técnicas (Tocher e UPGMA), Amaral Jr (1996), referindo-se aos métodos de
agrupamento utilizados, alerta para o modo subjetivo como sdo caracterizados os
grupos nos meétodos hierarquicos, relatando, ainda que ha maior confiabilidade
nos métodos de otimizacdo em relacdo aos hierarquicos, por proporcionar a

formagao de grupos independentes, nao-correlacionados. Segundo Everitt (1977)
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a analise de agrupamento € uma técnica multivariada essencialmente descritiva e
requer cuidados em sua aplicacdo, devido aos muitos problemas a ela
associados. Entretanto, o autor afirma ndo existir um método que possa ser
considerado melhor ou pior em todas as situagdes, tudo ira depender do tipo de
dado com o qual esta trabalhando e também da estrutura nele contida. O
pesquisador precisa decidir quanto a medida de distancia ou ao coeficiente de
similaridade e a técnica de agrupamento, tanto hierarquicos quanto de otimizacéo,
cada um com suas limitagdes e pressuposi¢cdes (Pereira e Cruz, 2003).

Com base nos resultados obtidos por meio da Distancia Euclidiana Média
e a Generalizada D, de Mahalanobis, pode-se observar a ndo concordancia dos
coeficientes gerados e também os padrbes de agrupamento por parte dos dois
métodos utilizados. A discrepancia entre a Distancia Euclidiana Média e a D;,

Mahalanobis pode ser bem visualizada através da analise de seus
correspondentes dendrogramas, oriundos da analise conglomeragao, inseridos
nas Figuras de 1 a 4.

Benin et al. (2003) enfatiza que nem sempre estas duas técnicas
empregadas tém estabelecido a mesma formagao de grupos e tem concordado
na identificacdo de qual combinacgdo intragrupal especifica, dentre as muitas
possiveis, € a mais divergente. Em face ao exposto, verifica-se que o padrao de
agrupamento é consistente apenas quando os métodos sao utilizados fazendo-se
uso da mesma medida de distancia, ou seja, provindos dos mesmos coeficientes.

Na Tabela 11 esta representada a forma de se identificar as contribuicbes

relativas de cada carater para a divergéncia observada conforme as duas técnicas
utilizadas e consiste basicamente em fazer a partigdo do total de D;. e Euclidiana

(considerando todos os possiveis pares entre individuos) nas partes devidas a
cada carater. Verifica-se que a variavel TCH foi a que mais contribuiu para a
divergéncia em relagdo as duas técnicas utilizadas, sendo responsavel por

98,54% da distancia total quando utilizada a Distancia Euclidiana Média e 52,52%
a partir da D’ de Mahalanobis. A segunda variavel de maior contribuigdo em
relagcdo a distancia total é a FIBRA, que apesar de se apresentar pouco
expressiva (1,38%) na Distancia Euclidiana Média, na D de Mahalanobis

contribuiu de forma significativa com 35,57%. Os dois caracteres relativos a

acucar (POL e AR) apresentaram pequenas estimativas de S; nas duas técnicas
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utilizadas. Na Distancia Euclidiana Média, POL apresenta-se como a terceira

variavel de maior contribuigdo para a divergéncia, mostrando-se pouco superior
em relagdo a variavel AR, enquanto na D, de Mahalanobis estas duas variaveis

apresentaram praticamente mesma contribuigcao.

Tabela 11. Contribuicdo relativa de cada variavel (S;) para divergéncia genética

entre os 12 gendtipos de cana-de-agucar, segundo Singh (1981).

; Distancia Euclidiana Média Distancia de Mahalanobis
VARIAVEL SJ (%) Sj (%)
TCH 36332 98,538 436,884 52,521
POL 30,385 0,083 49,188 5,913
AR 0,956 0,003 49,836 5,991
FIBRA 507,404 1,376 295,922 35,575

TCH: tonelada de cana por hectare; POL: percentagem de sacarose da cana; AR: acgucares
redutores (glicose e frutose); FIBRA: percentagem de matéria seca insolivel em agua.

4.3.3 Componentes Principais

As estimativas dos autovalores (A;) correspondentes aos primeiros
Componentes Principais (CPj) e as variancias associadas estdo apresentadas na
Tabela 12. De acordo com os dados avaliados, a analise dos dois primeiros
Componentes Principais com base nas quatro caracteristicas avaliadas em
relacdo aos doze genodtipos estudados, explicaram 69,43%. Os valores
encontrados estdo préximos do que Cruz e Regazzi (2001) recomendam que é
em torno de 80%. No entanto, o valor encontrado no presente trabalho pode nao
satisfazer os critérios para inferéncias em divergéncia genética, devido a
ocorréncia de distorgdes das coordenadas de cada gendtipo na dispersao grafica
bidimensional, conforme enfatizado por estes autores. Sendo assim,
considerando os trés primeiros Componentes Principais a variagdo contida nos
caracteres originais aumentou consideravelmente para 93,76% quando neles se
incluiram a terceira raiz. Resultado semelhante em cana-de-agucar foi obtido por
Silva (2006), com base em oito caracteristicas estudadas também em 12

gendtipos, onde os trés primeiros Componentes Principais acumularam 82,99%,
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enquanto Barreto (2004), fazendo-se uso também desta técnica na avaliagéo da
divergéncia de 105 gendtipos de cana-de-agucar da colegdo de um banco de
germoplasma, os trés Primeiros Componentes Principais acumularam uma a
explicagcdo da variancia de apenas 71,99%, provavelmente pela auséncia de
planejamento estatistico.

Silva et al. (2005) avaliando a divergéncia genética em 129 clones de
cana-de-acgucar por meio de variaveis canbnicas em dois experimentos, as duas
primeiras variaveis foram suficientes para explicarem cerca de 99,51% e 99,71%
em cada um dos experimentos, sendo que a primeira variavel mais importante de
todas em cada ensaio explicou 91,50 e 95,94 respectivamente, esgotando

praticamente esta variabilidade.

Tabela 12. Estimativas dos autovalores (Aj) correspondentes as percentagens de
variagao explicadas pelos Componentes Principais e respectivos Coeficientes de
Ponderacao (Autovetores) das quatro caracteristicas avaliadas (TCH, POL, AR e

FIBRA) em 12 gendtipos de cana-de-agucar.

Coeficientes de ponderacéao

Componente Autovalores . N L
associados as variaveis
Principal (CP) Aj L (%) TCH POL AR FIBRA
Y, 1,764273 44,10683 0,0890 0,6839 -0,6916 0,2145
Y, 1,01293 69,43008 0,9764 0,0753 0,1627 -0,1204
Y3 0,97323 93,76084 0,1215 -0,2281 0,0884  0,9620
Y4 0,249567 100,00 0,1548 -0,6889 -0,6981 -0,1187

A caracteristica que menos contribuiu para este estudo de divergéncia
por Componentes Principais foi AR (agucares redutores), por apresentar maior
valor absoluto entre as caracteristicas para o autovetor quatro. Desta forma, esta
caracteristica dentre as quatro analisadas pode ser descartada, que nao causa
prejuizo no presente estudo, pois € dispensavel para a avaliagcdo da divergéncia
genética por ser explicada por outros caracteres (Santos et al., 1995). Sendo
assim, o carater AR teve a menor importancia para a diversidade entre os

genotipos, corroborando com os resultados obtidos pela Distancia Euclidiana
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Média, na qual esta variavel mostrou-se como a ultima a contribuir para a
divergéncia por apresentar o menor valor percentual. Esta variavel também
apresentou pequena contribuigdo através da D de Mahalanobis, apesar de se
mostrar praticamente com valores iguais a variavel POL. De acordo com os
resultados obtidos, a pequena contribuicdo de AR é reforcada também pelo
aspecto da redundancia, visto que AR é indiretamente representado por TCH e
POL, com Correlagdes Fenotipicas e Genotipicas negativas e positivas com estas
variaveis, com valores iguais a 0,2750 e 0,5344; -0,7570 e -0,9328,
respectivamente, conforme discutido no item 4.2 e mostrado na Tabela 6.

Os escores relativos aos trés primeiros Componentes Principais
associados aos 12 gendtipos avaliados encontram-se inseridos na Tabela 13, os
quais foram utilizados na dispersdo grafica para representagdo espacial da

divergéncia genética em grafico 3D, conforme ilustrado na Figura 5.

Tabela 13. Escores dos 12 gendtipos de cana-de-agucar avaliados em relagéo
aos trés primeiros Componentes Principais, obtidos a partir de quatro caracteres
TCH, POL, AR e FIBRA.

Escores

N° Genétipos Avaliados

CP1 CP2 CP3
01 RB9364 14,387 5,709 7,066
02 RB931011 14,095 7,416 6,955
03 RB94503 13,604 5,329 4,807
04 RB93509 13,303 6,696 6,667
05 RB72454 14,208 5,665 5,484
06 RB951541 12,345 5,798 4,299
07 SP79-1011 13,754 5,658 5,065
08 RB931530 14,307 6,445 4,929
09 RB92579 13,968 7,769 4,497
10 RB931003 11,993 6,726 5,681
11 RB961 13,985 4,481 6,483

12 RB931611 13,007 6,649 4,831
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A dispersdao grafica realizada com os dois primeiros Componentes
Principais ndo apresentou nenhuma concordancia com as técnicas de
agrupamento utilizadas no presente trabalho, formando grupos de gendtipos
completamente diferentes aos obtidos nas técnicas de agrupamentos anteriores
possivelmente, devido a baixa explicagdo obtida (69,43%), ndo acumulando o
minimo necessario para uma descri¢do segura da divergéncia entre os genotipos,
nao satisfazendo os critérios para inferéncias de divergéncia genética,
possivelmente devido a ocorréncia de distor¢des das coordenadas de cada
gendtipo na dispersdo grafica bidimensional, conforme enfatizado por Cruz e
Regazzi (2001). Dessa forma, a dispersao grafica (Figura 5) obtida quando se
considerou os trés primeiros Componentes Principais (explicagdo 93,76%) passou
a ter praticamente a mesma concordancia com as técnicas de agrupamentos
realizadas por Tocher e UPGMA, obtidos a partir da distdncia D de
Mahalanobis, separando os gendtipos nos mesmos grupos formados. Isto

evidencia a completa identidade entre as distancias D; de Mahalanobis e a

gerada por Componentes Principais (setas indicadas por G1, G2, G3 e G4 na
Figura 5, mostram os mesmos grupos formados), ao passo que estas técnicas

nao apresentaram concordancia com a Distancia Euclidiana Média Padronizada.
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Figura 5. Dispersao grafica dos escores, em relagdo aos eixos representativos
dos trés primeiros Componentes Principais (CP1, CP2 e CP3) de quatro
caracteres avaliados em 12 genétipos de cana-de-agucar.



SILVA, P. P. Divergéncia genética em gendtipos de cana-de-agucar (Saccharum spp.) através de . . . 53

Cruz (1990) recomenda a utilizagdo da Distancia Euclidiana Média e
analise por Componentes Principais em experimentos que nao contemplam
repeticao, por ser dificil a quantificagcdo da influéncia do ambiente que atua sobre
as constituicdes genéticas, sendo recomendas para avaliagcdo de acessos em

banco de germoplasma, em que o numero considerado de gendtipos inviabiliza a
utilizagdo de delineamento experimental. Entretanto, a Distancia Generalizada D;,

de Mahalanobis pode ser estimada apenas quando o delineamento contempla
repeticdo, permitindo a quantificacdo dos efeitos do ambiente sobre as
constituicbes genéticas. Desta forma, fica evidente que as Disténcias Euclidiana
Média Padronizada e por Componentes Principais possibilitaram inferéncias sobre

a dissimilaridade fenotipica, enquanto a Distancia Generalizada D; de

Mahalanobis quantificaram a dissimilaridade genética, conforme enfatizado por
Benin et al. (2003). Sendo assim, esperavam-se as mesmas inferéncias para a
Distancia Euclidiana Média e a gerada por Componentes Principais, o0 que nao
ocorreu no presente estudo. A Distancia Euclidiana Média Padronizada nao

apresentou nenhuma concordancia com as técnicas utilizadas. A concordancia
apresentada foi entre as distdncias D; de Mahalanobis e a obtida por

Componentes Principais, o que permitiu tirar as mesmas inferéncias quanto a

dissimilaridade dos gendtipos estudados.

4.4 Diversidade genética a partir de caracteres morfolégicos e por

marcadores moleculares

4.4.1 Caracteres morfologicos

No Apéndice 2, tem-se a matriz binaria (n x p) 12 x 31 construida a partir
das 31 caracteristicas qualitativas consideradas para o estudo quanto a
diversidade genética no presente trabalho.

Os coeficientes de similaridades através do indice de Jaccard obtidas
entre os gendtipos estudados encontram-se inseridos na Tabela 13. Os gendtipos
que apresentaram as menores similaridades foram os pares RB93509 e
RB94503, RB931530 e RB931011, e RB93509 com RB931611, cujos coeficientes
foram respectivamente 0,34, 0,35 e 0,36. Enquanto os genoétipos mais similares
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foram os pares RB931003 e RB951541, com coeficiente 0,88, SP79-1011 e
RB9364, com 0,77. Os pares RB72454 com RB931011 e RB72454 com
RB951541 apresentaram o mesmo coeficiente de 0,74.

A partir dos coeficientes apresentados na Tabela 14 foram construidos
também dendrogramas com base na técnica de agrupamento pelo método
UPGMA, técnica utilizada anteriormente na formagdo de grupos a partir dos

coeficientes obtidos pela Distancia Euclidiana Média Padronizada e a Distancia

Generalizada D}, de Mahalanobis.

Tabela 14. Coeficientes de similaridade genética através do indice de Jaccard
entre 12 gendtipos de cana-de-agucar calculados a partir de dados baseados em

31 caracteristicas morfologicas.

Genétipo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1 RB9364 -

2 RB931011 0,53 -

3 RB94503 0,43 0,61 -

4 RB93509 0,48 0,50 0,34 -

5 RB72454 061 0,74 052 0,46 -

6 RB951541 0,63 0,71 0,67 0,550 0,74 -

7 SP79-1011 0,77 055 045 050 0,62 0,60 -

8 RB931530 0,48 035 044 044 041 050 0,50 -

9 RB92579 054 067 050 044 063 0,67 0,61 0,50 -

10 RB931003 0,52 0,63 0,70 054 066 088 0,63 054 0,64 -

11 RB961 056 069 052 052 065 069 057 046 0,64 0,61 -
12 RB931611 062 052 058 036 059 057 063 046 058 061 0,60 -

O agrupamento dos gendtipos baseado no coeficiente de Jaccard obtidas
a partir de caracteristicas morfolégicas permitiu separar os materiais em trés
grandes grupos, adotando a distancia genética média (Tabela 17) obtida entre
todos os possiveis pares de genotipos como ponto de corte, conforme mostrado
na Figura 6. O grupo 1 (G1) foi formado pelos gendtipos RB931530, RB931611,
RB93509 e RB931003. O grupo 2 (G2) constituiu o maior grupo, com sete
gendtipos formado por RB951541, RB961, RB9364, RB931011, RB92579,
RB72454 e SP79-1011. O grupo 3 (G3) formou um grupo unico, estabelecido pelo
gendtipo RB94503.
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Figura 6. Dendrograma representativo da divergéncia genética obtido pela
técnica de agrupamento UPGMA, utilizando o coeficiente de similaridade de
Jaccard, com base em 31 caracteres qualitativos de 12 gendtipos de cana-de-
acucar.

De forma geral os gendtipos apresentaram consideravel distancia
genética, ja que a similaridade genética média foi de 0,57 (Tabela 17). Dentre
outras formas de separar os gendtipos, o dendrograma € util, uma vez que
permite identificar possiveis combinagdes divergentes, que permitam explorar a

heterose e a troca de material genético.

4.4.2 Marcadores moleculares RAPD

A andlise genética dos gendtipos de cana-de-agucar com onze
oligonucleotideos iniciadores, resultaram em 107 fragmentos amplificados, dos
quais, 87 (81,31%) apresentaram polimorfismo. Cada um dos onze primers
utilizados para a analise dos dados, amplificaram de 7 bandas (OPA 1 e OPA 3)
a 13 bandas (OPA 20). Os fragmentos polimorficos amplificados considerados
neste estudo variaram em tamanho de 250 a 1995 pb para a os primers utilizados,
conforme apresentado na Tabela 15. Na Figura 7, tem-se um exemplo do produto

de amplificagao obtido com primer OPA 9.
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Figura 7. Polimorfismo detectado por RAPD em 12 gendtipos de cana-de-agucar
utilizando o primer OPA 9. Primeira e pendultima linha: marcador 1kb Ladder,
C-amostra controle. 1-RB9364, 2-RB931011, 3-RB94503, 4-RB93509, 5-
RB72454, 6-RB951541, 7-SP79-1011, 8-RB931530, 9-RB92579, 10-RB931003,
11-RB961, 12-RB931611.

Os resultados das demais amplificagbes genémicas reveladas em gel de
agarose encontram-se ilustrado no Apéndice 3. A transcricdo das amplificagdes
através de cddigo binario quanto a presenca (1) ou auséncia (0) das bandas
polimérficas permitiu a construgdo de uma matriz de ordem 87 x 12, encontra-se

inserida no Apéndice 4.
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Tabela 15. Numero e tamanho dos fragmentos amplificados obtidos com as
sequéncias iniciadoras de RAPD utilizadas na analise genética de 12 gendtipos

de cana-de-acgucar.

Seqléncia do Numero de fragmentos

Primer iniciador (5 3) Amplificados _ Polimorficos Tamanho dos fragmentos (pb)
OPA1_CAGGCCCTTC 7 5 251-630-668-794-851-891-1737
OPA2 TGC CGAGCT G 10 10 276000 e oy, 247003
OPA3 AGTCAGCCAC 7 4 691-708-740-851-891-1047-1513
ormi mrcssccrs o S
OPA7 GAAACG GGT G 11 10 20040 000 D02 Bas 070
OPA8 GTGACG TAG G 9 9 002-026-707 750 Th4-851-870-
OPA9 GGG TAACGCC 9 6 076141770851 070-935-1513-
OPA10 GTGATC GCAG 10 6 bl st
OPA16 AGC CAG CGA A 9 8 04509170 785807 Saa-1148-
OPA18 AGGTGACCGT 10 9 S o Do 9409
mm_oosonce 5 g
Total 107 87

Os coeficientes de similaridades obtidos pela analise molecular a partir de
RAPD também pelo indice de Jaccard encontram-se na Tabela 16. A média dos
coeficientes foi de 0,54 (Tabela 17), muito proxima a média obtida por
caracteristicas morfologicas (0,56), evidenciando também consideravel
divergéncia genética entre os genotipos, revelando boa concordancia entre as
duas técnicas (morfologica e RAPD) para quantificar a divergéncia genética em
cana-de-agucar. Resultados semelhantes com esta cultura foram encontrados por
Queme et al. (2005) trabalhando com SSR, obtendo uma variagdo de 0 a 0,52,
entre cada par de gendtipos. Lima et al. (2002) também obtiveram consideravel
variabilidade genética por meio de AFLP, com valores de 0,28 a 0,89, e média de
0,47.

Entre os seis pares menos similares, a analise dos coeficientes de

Jaccard obtidas por RAPD identificou as combinacées RB931003 - RB93509 e
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SP79-1011 - RB93509, com coeficientes de 0,35 e 0,40, respectivamente, e os
pares RB931011 - RB93509, RB931530 - RB93509, RB931611 - RB93509,
RB961 - RB93509, com o mesmo coeficiente de 0,42, enquanto as maiores
similaridades foram conferidas por dois pares de gendtipos RB951541 - RB94503
e RB951541 - RB72454, com 0,69. Apenas dois pares de gendtipos coincidiram
dentre os cinco menos similares (RB93509-RB931611) e os cinco mais similares
(RB72454-RB951541) em ambas as técnicas testadas (morfolégica e RAPD), o
que reflete a baixa correlagdo encontrada (0,4698) conforme mostrado na

Tabela 18.

Tabela 16. Valores dos coeficientes de similaridade genética através do indice de
Jaccard entre 12 gendtipos de cana-de-agucar obtidos a partir de dados binarios

da amplificagao de 11 primers através de marcadores moleculares RAPD.

Genotipos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1 RB9364 -

2 RB931011 0,46 -

3 RB94503 0,54 052 -

4 RB93509 0,49 042 047 -

5 RB72454 0,54 059 060 050 -

6 RB951541 0,56 0,58 0,69 0,49 069 -

7 Sp79-1011 0,51 055 0,61 040 0,60 0,64 -

8 RB931530 046 0,58 0,54 0,42 059 0,66 0,67

9 RB92579 0,50 052 058 051 068 062 061 057 -

10 rRB931003 0,45 049 052 035 0,52 054 0,63 052 0,61 -

11 RB961 048 053 054 042 05 053 053 053 065 054 -

12 RB931611 0,47 0,49 0,50 0,42 0,60 0,59 0,58 0,59 0,56 0,52 0,54 -

Adotando-se novamente a distancia genética meédia (0,54) como ponto de
corte obtida entre todos os possiveis pares de gendtipos a partir de RAPD,
baseados também no coeficiente de Jaccard, obteve-se novamente o mesmo
numero de grupos (Figura 8). No entanto, seis gendtipos constituiram o grupo 1
formado exclusivamente pelos mesmos gendtipos do grupo 1 (RB931530,
RB931611, RB93509, RB931003) (Figura 6) quando agrupados a partir de
caracteres morfologicos e pelos gendtipos RB72454 e SP79-1011, integrantes

anteriormente do grupo 2 (Figura 6). No grupo 2, antes constituido por sete
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genotipos, permaneceram os trés gendtipos RB951541, RB961 e RB9364 na
mesma ordem. Os genotipos RB931011, RB92579 que antes faziam parte do
grupo 2 passaram a fazer parte do grupo 3 juntamente com RB94503, o qual

antes constituia exclusivamente o grupo 3.

EES31530,
EE31alll

RE93507 |
RE331003 |

RE72454,
sP75-1011

RE51 341
RE61
RE9364 |

EE®31011
EBF25721
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G3

n 10 20 3 40 ) &l 70 2 A0 100

Figura 8. Dendrograma representativo da divergéncia genética obtido pela
técnica de agrupamento UPGMA, a partir da matriz de similaridade baseado no
coeficiente de similaridade de Jaccard, considerando os 11 primers de RAPD, em
relacdo a 12 gendtipos de cana-de-agucar.

O emprego das caracteristicas morfoléogicas e por marcadores
moleculares RAPD apresentaram consideravel consisténcia com relacido aos
grupos formados, uma vez que 58,33% dos gendtipos permaneceram nos
mesmos grupos (G1 e G2), ndo migrando para outros grupos quando o
agrupamento foi realizado a partir dos dados obtidos por RAPD.

A total consisténcia da divergéncia entre os caracteres morfologicos e a
obtida por RAPD é bem evidente quando se considera um ponto de corte de 25%
nos dendrogramas obtidos pelas duas formas de caracterizagdo genética (Figuras
6 e 8). Nota-se que os mesmos gendtipos sdo separados em seis pequenos
grupos iguais. O grupo 1 formado pelos pares de gendtipos RB931530 e
RB931611, o grupo 2 constituido pelos pares RB93509 e RB931003, um terceiro
grupo representado pelos trés genotipos RB951541, RB961 e RB9364, um quarto
grupo com RB931011 e RB92579, um quinto grupo com os gendétipos RB72454 e

SP79-1011 e, finalmente, o sexto e ultimo grupo formado unicamente por
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RB94503, ocorrendo apenas a mudanga de ordem dos grupos formados pelos
trés gendtipos RB951541, RB961 e RB9364 e do grupo com os pares RB72454 e
SP79-1011.

4.4.3 Marcadores moleculares SSR

Todos os procedimentos rapidos de extracdao de DNA resultam em DNA
contaminado em maior ou menor grau por substancias tais como proteinas,
polissacarideos ou mesmo compostos fendlicos oxidativos (Ferreira e
Grattapaglia, 1998). Algumas amostras de DNA dos gendétipos de cana-de-agucar
utilizados no presente estudo, apdés o final da extracdo apresentaram-se com
coloragcao meio escura, possivelmente, por haver contaminacéo por polifendis, o
qual para resolver o problema encontrado adicionou-se ao tampao de extragao
PVP (polivinilpirrolidona) 1% e [-mercaptanol 0,5%. No entanto, algumas
amostras de DNA ainda apresentavam caracteristicas indesejaveis de coloragéo
escura, realizando-se, portanto, a limpeza das amostras conforme metodologia
descrita por Ferreira e Grattapaglia (1998).

Apesar de varias alternativas no sentido de se obter éxito com os locos
microssatélites, dos seis locos utilizados no presente trabalho, quatro pares de
iniciadores MCSA175G03, MCSA176C01, MCSA205C07 e MCS005C04
apresentaram bandas Uunicas e pouco visiveis. Os dois locos restantes
YCS24.043 e YCS02.047 nao apresentaram produtos de amplificacao, apesar de
mudancas no ciclo da PCR para uma pré-desnaturagao de 94°C por 5 minutos,
seguida de 30 ciclos, com 1 minuto a 94°C, 1 minuto de pareamento a 52°C,
1 minuto de extensdo a 72°C e 7 minutos a 72°C para extensao final.

Para a obtenc&o de éxito em biologia molecular, faz-se necessario varios
testes de ajustes em varias etapas do trabalho, que vai desde o aperfeicoamento
no isolamento de DNA até aos testes de amplificacdo com diversas mudangas no
ciclo de PCR, em que muitas vezes sdo necessarias mudangas especificas com
testes individuais para cada primer utilizado, o que demanda determinado tempo
para se conseguir sucesso no trabalho desenvolvido, especialmente, quando se
trata de microssatélites.

Dessa forma, sao necessarios novos testes com mudancgas no ciclo de

amplificagcdo da PCR para os locos SSR utilizados, assim como aquisigao de
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novos locos para serem testados a fim de se obter amplificagdes genémicas que
possibilitem a caracterizagcdo molecular individual de cada gendtipo para varios

gendtipos de cana-de-agucar avaliados.

4.5 Relacionamento genético dos diferentes estimadores

O relacionamento entre dois genoétipos pode ser definido em termos de
similaridade genética. Diferentes estimadores foram utilizados neste estudo para
quantificacdo da similaridade genética, conforme mostrado na Tabela 17.

Caracteristicas morfolégicas estimaram uma similaridade genética
minima de 0,34 entre o par de gendtipos 3 e 4 (RB94503 e RB93509), sendo que
para RAPD similaridade minima foi similar com 0,35, no entanto ocorreu entre os
genotipos 4 e 10 (RB93509 e RB931003). O mesmo ocorreu para a similaridade
maxima. Para o marcador RAPD o maior valor de similaridade foi 0,69
apresentado pelos gendtipos 3 e 6 (RB94503 e RB951541), enquanto para
caracteres morfolégicos o maximo foi de 0,88 entre os pares 6 e 10 (RB951541 e
RB931003). A similaridade genética média estimada por RAPD foi praticamente
igual a obtida de caracteristicas morfologicas com respectivamente 0,35 e 0,54,
havendo diferengca apenas quanto a amplitude que foi bem maior para as
caracteristicas morfologicas, 0,54, enquanto para RAPD foi de 0,34, com uma
diferenca de amplitude de 0,20 entre as duas técnicas.

Quanto as caracteristicas quantitativas, pela Distancia Euclidiana Média,
o menor valor foi apresentado pelo par formado pelos genétipos 5 e 8 (RB72454 e
RB931530) cuja disténcia foi de 2,44, e o maior valor foi constituido pelos
genotipos 6 e 12 (RB951541 e RB931611), com uma distancia de 2,09. Ja pela
distancia D;, de Mahalanobis o par de genétipos mais similar foi formado por 3 e
7 (RB94503 e SP79-1011) com um valor de 0,77. A maior distancia foi conferida
para os pares 2 e 3 (RB931011 e RB94503) com valor de 39,30, havendo
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portanto uma amplitude bem elevada, separando significativamente os gendétipos

menos distantes dos mais distantes.

Tabela 17. Menores valores, maiores valores, médias e amplitude para os
coeficientes de similaridade de Jaccard gerados a partir de dados morfolodgicos

mais RAPD e através dos coeficientes de dissimilaridade para caracteres
quantitativos por meio das Distancias Euclidiana Média Padronizada e D; de

Mahalanobis entre 12 gendtipos de cana-de-agucar analisados.

Coeficientes Minimo Genétipos Maximo Genétipos Amplitude Média
Jaccard Morfolégico 0,3448 3e4 0,8846 6e10 0,5398 0,5654
RAPD 0,3548 4e10 0,6949 3eb6 0,3401 0,5418

Euclidiana Média 0,3464 5e8 2,4373 6e12 2,0909 1,3071
Di Mahalanobis 0,7666 3e7 39,3018 3e2 38,6352 12,6035

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 17, nota-se que
nenhum par de gendtipos coincidiu entre os valores minimos e maximos obtidos
pelas diferentes técnicas na quantificagdo da divergéncia genética entre os
gendtipos avaliados. Verifica-se também que é dificil avaliar o comportamento dos
coeficientes diretamente nas matrizes de similaridades, como apresentado e
discutido anteriormente ou usando estatisticas como a média, o que por si ja
justifica o uso das técnicas de agrupamentos utilizadas no presente estudo,
principalmente para verificar quais linhagens sao mais parecidas entre si em
relagdo aos demais genotipos avaliados.

As correlagbes entre as medidas de divergéncia genética utilizando o
teste de Mantel (Mantel, 1967), obtidas pelos diferentes estimadores de
divergéncia genética a partir dos caracteres quantitativos, morfolégico e
molecular, encontram-se inseridas na Tabela 18.

A correlagao entre a estimativa da divergéncia genética avaliada por meio
de caracteres morfologicos e a estimada por marcadores moleculares RAPD
(r=0,4698) foi altamente significativa. No entanto, devido a sua média magnitude,
indica que sdo medidas complementares. Sendo assim, a utilizacdo de uma
estimativa n&o substitui a necessidade de se avaliar outra. Dessa forma, as
caracteristicas morfologicas utilizadas neste estudo para descrever os gendtipos

de cana-de-acucar podem ser complementadas com os dados de RAPD.
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Pires (1993) encontrou também moderada correlagao (r = 0,4609) obtida pelo
método do coeficiente de parentesco (baseado em genealogias) e a partir de
escores baseados na técnica RFLP. Resultado semelhante em cana-de-agucar foi
também obtido por Lima et al. (2002) com AFLP e também dados de genealogia,
em que obtiveram uma correlacéo r = 0,42, sugerindo que os dados de AFLP
podem ajudar quantificar o grau de relagdo entre cultivares de cana-de-agucar
com maior precisao.

As demais correlacbes entre os caracteres quantitativos obtidos pela

Distancia Euclidiana Média e estatistica D’ de Mahalanobis no apresentaram

concordancia entre caracterizagdo morfoldgica e molecular, sugerindo que estes
estimadores de divergéncia genética utilizados no presente estudo nao séao
relacionados, sendo desta forma, medidas distintas. A auséncia de correlagao foi

também evidenciada entre as estimativas de divergéncia através de caracteres
quantitativos obtidas a partir Distancia Euclidiana Média e a D;. de Mahalanobis,

conforme discutido anteriormente nos itens 4.3.1 e 4.3.2, o que indica claramente

nao existir qualquer relagao entre estas duas estimativas.

Tabela 18. Correlagdo entre a divergéncia genética estimada através da
caracterizagdo morfolégica, molecular (RAPD), Distancia Euclidiana Média e

estatistica D;. de Mahalanobis.
Morfolégico RAPD Euclidiana Mahalanobis

Morfolégico -
RAPD 0,4698** -
Euclidiana 0,1224" 0,1168"™ -

Mahalanobis 0,0904"° 0,0987" 0,0254" -
**Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste de Mantel.

Fica evidente, que a associacdo moderada encontrada pela média
correlagdo entre as estimativas da divergéncia genética a partir de caracteres
morfolégicos e RAPD, deve estar relacionada com uma amostragem pouco
representativa, devendo-se utilizar um maior numero de marcadores genéticos
para uma melhor representagcdo do genoma e também, fazendo-se uso de um
maior numero de gendtipos, podendo nao provir necessariamente de

delineamentos estatisticos, que poderao confirmar ou obter novas inferéncias.



5 CONCLUSOES

a)

b)

A partir dos resultados obtidos, pdde-se chegar as seguintes conclusdes:

a maior parte dos caracteres apresentou coeficiente de correlagao
genotipica mais elevado do que os de correlagao fenotipica e de ambiente,
o que indica moderada influéncia do ambiente na expressao dos caracteres

em observagao;

em alguns casos, as correlagbes de ambiente foram negativas e as
genotipicas foram positivas para o carater TCH, evidenciando que
mudancas nas condicdes de ambiente produzem efeitos contrarios deste

com os demais caracteres;

as trés diferentes metodologias empregadas para quantificar a divergéncia
genética através dos caracteres quantitativos e a utilizada para
caracteristicas morfoldégicas e moleculares evidenciam a existéncia de

variabilidade genética entre os gendtipos avaliados;
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d) a baixa correlagdo observada entre a Distancia Euclidiana Média e a D}
de Mahalanobis, e as suas inconsisténcias quanto a formagao de diferentes
grupos caracterizam estas duas estimativas como medidas de

dissimilaridade distintas.

e) as técnicas de agrupamento através do método do “Vizinho mais Distante”
e por UPGMA evidenciam dispersdes graficas ndo coincidentes, com
diferengas quanto ao numero de grupos e ao padrdo de agrupamento,

ficando evidente a distingdo entre as duas metodologias;

f) o padrao de agrupamento obtido por UPGMA e a gerada pelo método de
otimizagdo de Tocher apresentaram a mesma concordancia quanto ao
namero e aos grupos formados, indicando que qualquer uma destas
técnicas de agrupamento pode ser utilizada para representar bem a

divergéncia genética;

g) a Distancia Generalizada D’ de Mahalanobis ndo correspondeu com a

Distancia Euclidiana Média Padronizada;

h) a correlagao entre a estimativa de divergéncia genética avaliada por meio
de caracteres morfolégicos e a estimada por marcadores moleculares,
embora significativa, foi de média magnitude, indicando que s&do medidas
complementares. Dessa forma, a utilizagdo de uma ndo substitui a

necessidade de avaliar a outra;

i) ndo houve correlagcdo para divergéncia obtida por caracteristicas
quantitativas com os caracteres morfolégicos e marcadores moleculares,
obtida pelos diferentes estimadores, assim como entre a Euclidiana Média
Padronizada e D’ de Mahalanobis, o que indica claramente ndo existir

qualquer relacio entre estas estimativas;
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)

k)

a associacao moderada encontrada pela correlacdo entre as estimativas da
divergéncia genética a partir de caracteres morfoldégicos e RAPD, esta
relacionada com uma amostragem pouco representativa, devendo-se
utilizar um maior numero de marcadores genéticos para uma melhor
representacdo do genoma e também um maior numero de gendtipos, que

poderao confirmar ou obter novas inferéncias;

€ necessario novos testes com mudancas no ciclo da PCR para os locos
SSR utilizados, assim como aquisi¢cao de novos locos para serem testados
a fim de se obter resultados com esta técnica e assim, correlaciona-la com
RAPD, caracteres morfolégicos e quantitativos para verificar a relagéo

entre estes diferentes procedimentos com SSR.
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Figura A. Genealogia do gendtipo de cana-de-agucar RB9364.
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Figura B. Genealogia do gendtipo de cana-de-agucar RB931011.

81



SILVA, P. P. Divergéncia genética em gendtipos de cana-de-agucar (Saccharum spp.) através de . . . 82

— POJ2878 —-=--
— Cod19 —
NA56-79 — R0 e
SELF
— RB83160 — CP27-108 —-—-~-
— IAC4Bles—
SP70-1143 — '
- ¥
 pay [ ¥
L Codll =ssasn
C053740 —
— Codb4 _._._..
- RB835205 _ pa775 —
" b— Codd0 ===

Figura C. Genealogia do gendtipo de cana-de-agucar RB94503.

— F36-819 = ===~

— CP53-76 —

— RB72454 — —— CP36-46 == =—===

RB93509

— = P

Figura D. Genealogia do gendtipo de cana-de-agucar RB93509.
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Figura G. Genealogia do gendtipo de cana-de-agucar RB92579.
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Figura H. Genealogia do gendtipo de cana-de-agucar RB931003.
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Figura J. Genealogia do gendtipo de cana-de-agucar RB931611.
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Apéndice 1. Caracteristicas qualitativas consideradas para o estudo de
divergéncia genética em cana-de-acucar, avaliadas com 10 meses, exceto
brotacao, perfilhamento e desenvolvimento, avaliados com dois meses.

CARACTERES

DESCRICAO

2-RB931011

4- RB93509

5-RB72454

TOUCEIRA

1.Habito de crescimento

Ereto
Lev. dec.
Decumbente

+~ |1-RB9364

w

+~ |3-RB94503

w

~ [6-RB951541

+~ [7-SP79-1011
+~ [8-RB931530

+~ |9-RB92579

+~ |10-RB931003

+~ |11-RB961

+~ [12-RB931611

2.Brotagao

Boa: 2,4 a3,0
Otima >3,0

3.Desenvolvimento

Bom: 2,4 a3,0
Otimo: >3,0

4.Perfilhamento

Médio: <5.,4
Otimo >5,4

COLMO

5. Comprimento dos entrends

Curto
Médio

Longo

6. Diametro dos entrenés

Fino
Médio

Grosso

7. Formato de entrends

Cilindrico
Tumescente
Bobinado
Conoidal
Obconoidal
Curvado

8. Tipos de rachaduras nos entrendés

Ausentes
Rasas

Profundas

9. Disposicéao entrends
no colmo em
ziguezague

Ausente
Suave
Nitido

10. Aspecto dos entrenoés

Liso
Manchado
Estriado

11. Canaleta da gema

Ausente
Rasa
Profunda

12. Quantidade de cera no entren6

Ausente
Pouca
Muita

13. Saliéncia do anel
de crescimento do n6

Pouca
Média
Muita

14. Cor do primérdio radicular, sob a palha

Branco verde
Amarelo verde
Amarelo roxo
Verde

Verde amarelo
Verde roxo
Roxo

Roxo amarelo

Roxo verde

15. Largura da zona radicular do né

Estreita
Média
Larga

16. Enraizamento aéreo
na zona radicular do né

Ausente
Pouco
Meédio
Forte

N wrloowerloo~wvo s wNnRrlowRrlowRr|logw Rl RNy Rl Rlo s N RN WS o w0 Z[0 WO mlu w ~|Cbdigo
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Apéndice 1. (Cont.) Caracteristicas qualitativas consideradas para o estudo de
divergéncia genética em cana-de-acucar, avaliadas com 10 meses, exceto

brotacao, perfilhamento e desenvolvimento, avaliados com dois meses

CARACTERES

DESCRICAO

1-RB9364

4- RB93509

7-SP79-1011
8-RB931530

11-RB961

12-RB931611

GEMA

17. Saliéncia das gemas no n6

Pouca
Média
Muita

w

~ [2-RB931011
~ |3-RB94503

~ [5-RB72454
~ |6-RB951541

w

w

+~ |9-RB92579
+~ |10-RB931003

w

w

18. Inser¢édo da gema
em relagéo ao
anel de crescimento

Nunca ultrapassa
Ocasion. ultrap.
Sempre ultrapassa

19. Posicao do poro da gema

Apical
Sub apical

20. Distribuicao de pélos nas gemas

Ausentes
Na base
No apice

Em torno

FOLHA

21. Largura do limbo

Estreitas
Médias

Largas

22. Pélos no bordo do limbo

Ausentes
Poucos
Muitos

23. Serrilhamento do bordo

Fraco
Médio
Forte

24. \VVolume da copa foliar

Rala
Regular
Densa

25. Tonalidade da copa foliar

Clara
Intermediaria

Escura

26. Tamanho da auricula

Pequena
Média
Grande

27. Formato do cotovelo

Lanceolado

Gola

Normal
Retangular
Triangular
Degrau em corte
Degrau em cunha
Degrau curvo

Degrau sinuoso

BAINHA

28. Posicao da pilosidade

Ausente
Dorsal
Lateral
Ambos

PALMITO

29. Presenca de cera

Ausente
Fraca
Regular
Intensa

30. Comprimento

Curto <50 cm
Médio 50 — 65 cm

Longo > 65 cm

31. Secdo transversal

Circular
Oval

N RN RN W R[ROND R0 N RN RO RN N o w R0 w R~ w[s oy R R R |ow e |Codigo
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Apéndice 2. Matriz binaria obtida a partir dos 31 caracteres morfolégicos de

cana-de-agucar considerados em estudo.
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Apéndice 3. Produtos de RAPD obtidos a partir dos oligonucleotideos OPA 1 e
OPA 2, para os 12 genotipos de cana-de-agucar considerados em estudo.
1kb-marcador 1kb Ladder, 1-RB9364, 2-RB931011, 3-RB94503, 4-RB93509,
5-RB72454, 6-RB951541, 7-SP79-1011, 8-RB931530, 9-RB92579, 10-RB931003,
11-RB961, 12-RB931611.

& 9 10 4 12 1kb
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Apéndice 3. (Cont.) Produtos de RAPD obtidos a partir dos oligonucleotideos
OPA 3 e OPA 4, para os 12 gendtipos de cana-de-agucar considerados em
estudo.  1kb-marcador 1kb Ladder, C-amostra controle, 1-RB9364,
2-RB931011, 3-RB94503, 4-RB93509, 5-RB72454, 6-RB951541, 7-SP79-
1011, 8-RB931530, 9-RB92579, 10-RB931003, 11-RB961, 12-RB931611.

Lkbilieid a3 d ~ab -« 6008292101 112 1kb C

3000 pb
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Apéndice 3. (Cont.) Produtos de RAPD obtidos a partir dos oligonucleotideos
OPA 7 e OPA 8, para os 12 gendtipos de cana-de-agucar considerados em
estudo. 1kb-marcador 1kb Ladder, C-amostra controle, 1-RB9364,
2-RB931011, 3-RB94503, 4-RB93509, 5-RB72454, 6-RB951541, 7-SP79-1011,
8-RB931530, 9-RB92579, 10-RB931003, 11-RB961, 12-RB931611.
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2000 pb
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Apéndice 3. (Cont.) Produtos de RAPD obtidos a partir dos oligonucleotideos
OPA 10 e OPA 16, para os 12 gendtipos de cana-de-agucar considerados em
estudo. 1kb-marcador 1kb Ladder, C-amostra controle, 1-RB9364, 2-RB931011,
3-RB94503, 4-RB93509, 5-RB72454, 6-RB951541, 7-SP79-1011, 8-RB931530,
9-RB92579, 10-RB931003, 11-RB961, 12-RB931611.
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Apéndice 3. (Cont.) Produtos de RAPD obtidos a partir dos oligonucleotideos
OPA 18 e OPA 20, para os 12 gendtipos de cana-de-agucar considerados em
estudo. 1kb-marcador 1kb Ladder, C-amostra controle, 1-RB9364, 2-RB931011,
3-RB94503, 4-RB93509, 5-RB72454, 6-RB951541, 7-SP79-1011, 8-RB931530,
9-RB92579, 10-RB931003, 11-RB961, 12-RB931611.
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Apéndice 4. Matriz binaria RAPD produzidas a partir dos 11 oligonucleotideos

OPA 1, OPA 2, OPA 3, OPA 4, OPA 7, OPA 8, OPA 9, OPA 10, OPA 16, OPA 18

e OPA 20.
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Matriz binaria RAPD produzidas a partir dos 11

(Cont.)

oligonucleotideos OPA 1, OPA 2, OPA 3, OPA 4, OPA 7, OPA 8, OPA 9, OPA 10,

OPA 16, OPA 18 e OPA 20.
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Apéndice 4.
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