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RESUMO

Os Projetos de Sequienciamento de ESTs (Etiquetas de Sequiéncias Expressas) de
culturas de importancia econbmica como a cana-de-agucar e o sorgo tém permitido o
desenvolvimento de microssatélites derivados de ESTs (EST-SSRs). Por
apresentarem uma alta transferibilidade entre espécies correlacionadas, os EST-SSRs
tém sido utilizados como marcadores &ncoras em estudos de mapeamento
comparativo. Este trabalho teve como objetivo identificar EST-SSRs de sorgo
adequados para gerar marcadores em dose Unica em uma populagédo de mapeamento
genético de cana-de-aclcar do Programa Cana IAC. Os 9 EST-SSRs de sorgo que
foram amplificados na populacdo de mapeamento produziram 54 marcas, das quais 18
(33,33%) encontraram-se em dose Unica. Destas, 12 foram adicionadas ao mapa de
ligagdo previamente existente. O mapa obtido apresentou 306 marcas (10.81
cM/marcador) distribuidas em 89 grupos de ligacdo e com uma cobertura de 3308 cM.
O presente resultado é animador, visto que, um grupo pequeno de marcadores
oriundos de EST-SSRs pode ser incorporado no mapa de liga¢do, permitindo no futuro

0 mapeamento comparativo com O sorgo.
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ABSTRACT

The ESTs Projects (Expressed Sequence Tags) of economically important crops such
as sugarcane and sorghum have allowed the development of EST derived
microsatellite (EST-SSRs). Due to their high transferability between correlated species,
EST-SSR markers have been used as anchors markers in comparative mapping
studies. The present study aimed to identify sorghum EST-SSRs suitable to generate
single dose markers in a sugarcane mapping population from IAC Breeding Program.
Nine sorghum EST-SSRs amplified in the mapping population and produced 54
markers, of which 18 (33,33%) were in a single dose. Twelve sorghum EST-SSRs
derived markers were added to the previous genetic linkage map giving rise to 89
linkage groups, with a total of 306 markers (10.81 cM / marker) and a coverage of 3308
cM. The present result shows the potential of the sorghum EST-SSRs as anchor
markers for sugarcane, as a small number of sorghum derived markers were added to

the sugarcane linkage map, allowing to a future comparative map with sorghum.

INTRODUCAO

Dentre os diferentes tipos de marcadores moleculares disponiveis para plantas,
marcadores do tipo microssatélites tem-se mostrado Uteis em diversas aplicagdes,
principalmente devido a sua reprodutibilidade, natureza multialélica, heranca co-
dominante, abundancia e boa cobertura no genoma. Estes marcadores representam
sequléncias repetitivas compostas por motivos (1 a 6 pares de bases) repetidos lado a
lado, e cujas seqliéncias que o flanqueiam apresentam-se conservadas a ponto de
permitir o desenho de um par de iniciadores de sintese especifica (primers) para a sua
amplificacdo via reacdo em cadeia da polimerase (Polimerase Chain Reaction).

Os Projetos de Sequenciamento das Etiquetas de Seqléncias Expressas
(ESTs) de culturas de importancia, tais como a cana-de-agucar

(http://sucest.lad.dcc.unicamp.br/en/),  arroz  (http://redb.ncpgr.cn/) e  sorgo

(http://csgr.agtec.uga.edu/) tém permitido o desenvolvimento de microssatélites de
forma rapida e econémica pela simples mineracdo de sequéncias repetitivas nos
bancos de dados. Tais microssatélites por derivarem de ESTs sdo chamados de
microssatélites funcionais (EST-SSRs) e sdo considerados de grande utilidade para

acessar a diversidade ao nivel de genes expressos em cole¢cdes de germoplasma e


http://sucest.lad.dcc.unicamp.br/en/
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também no mapeamento genético, visto que o polimorfismo gerado permite o
mapeamento direto de genes expressos, 0s quais podem proporcionar a identificacao
de marcadores funcionais associados a caracteristicas de interesse. Os EST-SSR por
representarem parte de um gene transcrito, amplificam regides conservadas do
genoma e, portanto, apresentam uma maior transferibilidade entre espécies
correlacionadas sendo utilizados como marcadores &ancoras no mapeamento
comparativo.

A cana-de-acUcar pertence a tribo Andopogoneae, familia das gramineas, cuja
respectiva tribo, inclui também as gramineas tropicais e subtropicais, tais como o0s
cereais do género Sorghum e Zea. As cultivares atuais s@o hibridos interespecificos
complexos de elevado nivel de ploidia (2n = 100 a 120 cromossomos) apresentando,
em alguns casos, aneuplodia. Tais caracteristicas contribuem para dificultar os
trabalhos de mapeamento genético e a deteccdo de caracteristicas de interesse
agrondmico aos programas de melhoramento, especialmente, quando 0s mapas
desenvolvidos se utilizam de variedades comerciais como genitores. Por outro lado, o
sorgo, apresenta um genoma pequeno (2n=20) e uma vasta adaptagdo a ambientes
severos e tolerancia as condigdes de estresse bidticos e abiodticos, o que contribui para
que seja apontado como uma importante cultura modelo (ZHI-BEN et al., 2006). A
utiizacdo do genoma pequeno do sorgo, como referéncia, em estudos de
mapeamento comparativo, tem contribuido para acelerar a andlise do genoma da
cana-de-acUcar, principalmente, em relacdo a deteccdo de QTLs (locos de
caracteristicas quantitativas) relacionados a resisténcia a doengas (MCINTYRE et al.,
2005) e parametros agroindustriais (JORDAN et al., 2004) obtidos através de
marcadores provenientes de sondas heterélogas em ensaios de RFLP (Restriction
fragment lenght polymorphism).

Neste contexto, a presente pesquisa tem como proposta identificar EST-SSRs
de sorgo adequados para gerar marcadores em dose Unica em cana-de-agucar para a
sua incorporacdo em um mapa de ligacdo derivado do cruzamento entre a variedade
IACSP953018 e IACSP93-3046 do Programa Cana IAC.

MATERIAL E METODOS

O DNA gendbmico foi extraido conforme metodologia descrita por
(HOISINGTON et al.,, 1994) com algumas modificacbes para cana-de-acucar e

posteriormente quantificado na presenca de um padrdo de DNA do fago lambda de
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guantidades conhecidas em gel de agarose 0.8% (p/v) corado com brometo de etidio.
Foram analisados 26 EST-SSRs de sorgo e as reacdes de PCR foram efetuadas
conforme descrito (WANG et al., 2005). As amostras foram separadas por eletroforese
em gel de poliacrilamida desnaturante a 5% utilizando ladder de 10 bp como marcador
de peso molecular. As bandas foram reveladas pela coloracdo com prata de acordo
com o protocolo estabelecido por CRESTE et al. (2001) e genotipadas de acordo com
sua presenca (1) ou sua auséncia (0). Os marcadores em dose Unica foram utilizados

para a construcdo do mapa de ligacdo pelo programa JoinMap.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 26 EST-SSRs de sorgo analisados, apenas 9 foram selecionados para
serem genotipados na populacdo de mapeamento. Estes 9 EST-SSRs geraram 54
marcadores, dos quais 18 (33,33%) encontraram-se em dose Unica. Estes 18
marcadores em dose Unica foram adicionados aos demais marcadores ja existentes,
totalizando 1011 marcas utilizadas para a construcdo do mapa de ligacdo. Das 1011
marcas que entraram na analise, 306 (30,27%) foram mapeadas com uma densidade
de marcas de 10.81 cM e uma cobertura de 3.308 cM (Tabela 01). Dos 18 marcadores
em dose Unica derivados de EST-SSRs de sorgo, 12 foram mapeados. Os marcadores
derivados de sorgo puderam ser incorporados em 9 dos 89 grupos de ligagdo do mapa
prévio da cana-de-agucar (Figura 01), sendo que um grupo de ligagdo formado
unicamente por marcadores derivados de sorgo. Estes marcadores servirdo como
marcadores ancoras em estudos futuros de mapeamento comparativo entre cana-de-

acucar e sorgo.

Tabela 01. Relacdo de marcadores em dose Unica, cobertura do mapa e densidade.

Marcadores em dose Unica Total
Cana Sorgo 1011
Marcadores em dose Unica 993 18
Mapeados 294 12 306
Cobertura mapa (cM) 3.308
Densidade 10.81
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Figura 01. Incorporacdo de marcadores derivados de EST-SSRs de sorgo nos

grupos de

ligacdo pertencentes ao mapa derivado do cruzamento

IACSP953018 x IACSP93-3046. Marcadores derivados de EST-SSRs de sorgo

encontram-se sublinhados em negrito.
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CONCLUSAO

A estratégia de utilizacdo de marcadores derivados de EST-SSRs de sorgo
para 0 mapeamento de cana-de-acUcar é promissora e permite a incorporacéo destes

marcadores como ancoras para mapeamento comparativo entre Cana e Sorgo.
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