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RESUMO

ALMEIDA, Livia Marcon; M. Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; Dezembro de 2010; Sele¢do de familias em cana-de-agucar e
estudo da divergéncia genética via marcadores moleculares. Orientador: Prof.
Alexandre Pio Viana. Conselheiros: Prof. Antdnio Teixeira do Amaral Junior e Dr.
Jair Felipe Garcia Pereira Ramalho.

Foi instalado em 2006, na Usina Disa, Municipio de Conceicdo da Barra-
ES, um ensaio de familias pertencentes a primeira fase de selecdo (T1) do
Programa de Melhoramento Genético da Cana-de-Acucar (PMGCA) da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ)/ Rede Interuniversitaria
para o Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro (RIDESA), em parceria com a
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), com o objetivo
de avaliar familias e plantas dentro de familias, visando a sele¢cdo de plantas
superiores para as fases posteriores do programa de melhoramento genético da
cultura. Foram avaliadas 68 familias de irmaos-completos e mais trés genotipos
considerados padrdes, com potencial de recomendacédo para a regido avaliada. O
delineamento estatistico utilizado foi em blocos ao acaso, no qual as progénies
(tratamentos) foram agrupadas em quatro sets, que constituem grupos de
tratamentos, cada qual com quatro repeticoes e cem seedlings por parcela,
espacadas a 0,5 metros entre plantas e 1,40 metros entre linhas. As avaliacdes
foram efetuadas durante duas safras agricolas, correspondentes a primeira e a
segunda soca, 2008 e 2009, respectivamente, sendo avaliadas as caracteristicas

diametro médio do colmo (DMC), peso total da parcela (P), numero de colmos
Vi



(NC), Brix da parte inferior do colmo (Brix PE) e Brix da parte superior do colmo
(Brix PT). Todas as caracteristicas foram significativas para genétipos pelo teste F
(P<0,01) nas analises conjuntas dos ambientes, demonstrando haver diferencas
significativas entre o0s genétipos. O sucesso de qualquer programa de
melhoramento depende, essencialmente, da quantidade de variabilidade genética
existente na populagdo-base a ser explorada, da herdabilidade do carater que
estd sendo melhorado e da extensdo do ganho genético possivel para este
carater. Os valores encontrados, no presente estudo, para o parametro genético
coeficiente de variacdo genético (CVg), indicam grandes possibilidades de
sucesso neste programa de melhoramento visando a selecdo para as
caracteristicas avaliadas, sendo atribuidos os maiores ganhos genéticos quando
utilizados os indices de Smith e Hazel e Mulamba e Mock, os quais permitiram
ganhos simultaneos superiores em todas as caracteristicas avaliadas. A sele¢céo
quando praticada em familias com elevados valores genotipicos pode possibilitar
maior probabilidade de clones superiores em suas respectivas progénies.
Atualmente, para este estudo de familias, tem-se adotado a metodologia dos
modelos mistos REML/BLUP, que permite estimar os parametros genéticos e
predizer os valores genotipicos das familias de cana-de-acucar. A selecdo das
familias com valores genotipicos acima da meédia experimental possibilitou
ganhos significativos para as caracteristicas Brix PE e PT. Sendo que as quatro
melhores familias para essas caracteristicas selecionadas, mediante a
metodologia RELM/BLUP, foram: familia 20 (RB 945961 X RB 957751), 60 (RB
855463 X SP 83-2847), 47 (L 60-14 X SP 80-3280) e 61 (RB 835486 X RB
955970). Tais familias, depois de selecionadas, foram submetidas a genotipagem
via marcadores ISSR, para que se pudesse avaliar a distancia genética dos
genotipos. Essa analise demonstrou uma significativa variabilidade genética na

populacédo, devido a segregacao dos individuos.

Palavras-chave: cana-de-acucar, selecdo de familias, indice de selecdo, ISSR,
REML/BLUP.
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ABSTRACT

ALMEIDA, Livia Marcon; M. Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; December de 2010; Selection of Sugarcane families and genetic
diversity study of means molecular markers. Adviser: Alexandre Pio Viana.
Committee Members: Antonio Teixeira do Amaral Junior e Dr. Jair Felipe Garcia
Pereira Ramalho.

Was installed in 2006 in Disa Company, Municipality of Concei¢céo da Barra-ES, a
test of families belonging to the first selection stage (T1) of the Breeding Program
of Sugarcane of the Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ)/Network for Development of Sugar and Ethanol (RIDESA), in partnership
with the Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) to
evaluate families and plant within families, for plant selection greater in the later
stages of the breeding program of culture. We evaluated sixty-eight families of full
sibs and three genotypes of patterns, with the potential recommendation for the
region evaluated. The statistical design was randomized blocks, where the
progenies (genotypes) were grouped into four sets, which are groups of
treatments each with four replicates and one hundred seedlings per plot, spaced
at 0.5 m between plants and 1.40 meters between lines. The evaluations were
conducted during two growing seasons, corresponding to the first and second
harvests, 2008 and 2009, respectively, whereas the characteristics of stem
diameter (DMC), total weight of the portion (P), number of culms (NC), Brix PE
and Brix PT. All were significant for genotypes by F test (P <0.01) in the joint

analysis of the environments, showing significant differences among genotypes.
IX



The success of any breeding program depends essentially on the amount of
genetic variability in the population base to be exploited, the heritability of the
character being improved and the extent of genetic gain possible for this
character. Genetic parameters for the present study indicate potential success in
the breeding program in order to select for the traits and assigning the highest
genetic gains when using the indexes Smith Hazel and Mulamba and Mock, which
allowed simultaneous gains in all traits. The selection when practiced in families
with high genotypic values can provide greater probability of finding superior
clones in their progeny. Currently, families in this study has adopted the mixed
models REML / BLUP, which allows estimating genetic parameters and predict the
genotypic values of families of sugarcane. The selection of families with genotypic
values above average gains for possible experimental features Brix PE and PT.
Since the top four families selected for these characteristics using the
methodology RELM / BLUP, were family 20 (RB 945961 X RB 957751), 60 (RB
855463 X SP 83-2847), 47 (L 60-14 X SP 80-3280) and 61 (RB 835486 X RB
955970). Such families, once selected, were subjected to genotyping via ISSR
makers, so it could assess the genetic distance of genotypes; this analysis
demonstrated a significant genetic variability in the population.

Keywords: sugarcane, family selection, selection index, ISSR, REML / BLUP.



1. INTRODUCAO

A cana-de-acucar € uma das mais importantes espécies cultivadas nos
tropicos e subtropicos (Bonneti et al., 2004). No Brasil, esta possui elevada
importancia econdmica e ambiental, ocupando, na safra de 2008/2009, uma éarea
total de 9 milhdes de hectares, com volume total a ser processado pelo setor
sucroalcooleiro de 612.211,20 milhdes toneladas, e 74,83 milhdes de toneladas
na fabricagcdo de cachaca, alimentacdo animal, obtencdo de sementes e outros
afins, segundo dados da Companhia Nacional de Abastecimento (Conab, 2009).

A cadeia produtiva da cana-de-acucar e de seus produtos e subprodutos,
tais como acucar e principalmente alcool, contribuem na distribuicdo de riqueza,
além de ser fonte de energia limpa e renovavel, propiciando a reducdo da
poluicdo ambiental (Matsuoka et al., 2005).

Nos programas de melhoramento de cana-de-agucar, grande nimero de
clones é avaliado todos os anos, em experimentos realizados em diferentes
safras, épocas e regibes. E como é cada vez mais dificil selecionar os melhores
genotipos fenotipicamente, o uso de métodos precisos de analise estatistica é
necessario, a fim de garantir maior confiabilidade ao processo seletivo. A
avaliacdo genética, com base em modelos mistos do tipo REML/BLUP (maxima
verossimilhanga restrita, melhor predicdo linear né&o-viesada), tem merecido
atencao especial dos pesquisadores.

Para garantir a rentabilidade do setor, é indispensavel que se busquem

alta produtividade e melhoria na qualidade da matéria-prima para a fabricacdo de



acucar e alcool. Nesse contexto, 0 melhoramento genético com o lancamento de
novas cultivares é o fator de maior expressédo para o desenvolvimento do setor. A
partir do melhoramento, sdo desenvolvidas cultivares melhor adaptadas aos
diferentes tipos de solo, clima, e a incidéncia de pragas e doencas.

Com isso, para se obter ganhos genéticos em diversas caracteristicas de
forma eficiente, hd algumas metodologias de selecdo simultdnea (Smith, 1936;
Hazel, 1943; Willians, 1962; Pesek e Baker, 1969; Mulamba e Mock, 1978,
citados por Cruz e Carneiro, 2003). Estes indices de selecdo associam as
informacdes referentes as diversas caracteristicas de interesse agrondmico,
fazendo uso de pesos econdmicos, previamente estabelecidos, bem como de
variancias genotipicas e fenotipicas de cada caracteristica, e as respectivas
covariancias entre cada par de caracteristicas, permitindo, num mesmo programa
de selecao, ganhos para diversas caracteristicas.

O uso de marcadores de DNA, para avaliacdo da divergéncia genética
que pode incrementar a escolha de individuos a serem utilizados como genitores
nos cruzamentos, indica quais 0os cruzamentos sdo mais promissores. De acordo
com Matsuoka (2000), a escolha das variedades a serem cultivadas €
considerada o principal fator de producdo e desenvolvimento tecnol6gico em uma

usina sucroalcooleira.



2. OBJETIVOS

- Avaliar familias de irmaos-completos e plantas dentro de familias na primeira
fase de selecdo (T1l) do Programa de Melhoramento Genético da
RIDESA/UFRRJ, visando a selecdo de plantas superiores para a fase seguinte

de melhoramento da cultura (T2);

- Obter informacg@es acerca do uso do BLUP na predicdo de valores genéticos e

selecao de individuos;
- Estudar a diversidade genética das progénies envolvidas neste trabalho, via
marcadores ISSR, como forma de incrementar a variabilidade genética do

programa de melhoramento;

- Obter estimativas de parametros genéticos das principais caracteristicas

avaliadas no programa,;

- Estimar o ganho genético esperado, utilizando-se indices de selecéo;

- Disponibilizar novos genotipos para o programa de melhoramento;



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Origem

A origem da cana-de-acucar € incerta. A maioria dos autores diverge
guanto ao local exato onde se iniciou o seu cultivo. Cesnik e Miocque (2004)
relatam que a cana-de-acUcar € uma planta nativa das regifes tropicais, cujo
cultivo se estende aos dois hemisférios, e consideram sua origem nas ilhas do
Arquipélago da Polinésia. No mundo, ela € cultivada predominantemente em
areas subtropicais entre 15° e 30° de latitude, pod endo se estender até 35° de
latitude tanto ao norte quanto ao sul.

De acordo com Ethirajan (1987), as cultivares de cana-de-acucar se
enquadram em duas categorias, segundo avaliacbes historicas e evidéncias
taxonGmicas. A primeira categoria se refere as canas “nobres” tropicais, tendo
Nova Guiné como centro de origem primario. Essas canas apresentam colmos
espessos, macios, suculentos e doces. A segunda categoria se refere as canas
“indianas/chinesas” subtropicais, e tem como centro de origem o subcontinente

indiano. Essas canas exibem colmos finos e médios, duros e pouco produtivos.

3.2. Classificagéo botanica

A cana-de-acucar é uma planta alégama (Walker, 1987), com uma taxa

de autofecundacéo que varia de 2,8 a 17,6% (Barbosa et al., 2005a). Pertence a



familia Poaceae (Gramineae), tribo Andropogoneae e género Saccharum, com
seis espécies conhecidas: Saccharum officinarum, S. sinense, S. barberi, S.
edule, S. spontaneum e S. robustum (Matsuoka et al., 1999). Dessas, a que mais
contribuiu com genes para as atuais variedades foi a S. officinarum, também
conhecida por cana-nobre pelo seu elevado teor de agucar, sendo que a Unica
gue néo contribuiu com nenhum gene foi a S. edule (Roach e Daniels, 1987).

- S. officinarum (2n = 80): é a espécie que compreende as chamadas
canas nobres ou canas tropicais, caracterizadas pelos seus altos teores de
sacarose, porte elevado, colmos grossos, pouco teor de fibra. E uma das
principais espécies que contribuiram com genes para as cultivares de cana-de-
acucar cultivadas no mundo. Essa espécie € considerada um alopoliploide (Ming
et al., 1998).

- S. sinensis (2n = 111-120): espécie que compreende as variedades da
China e Japdao, caracterizadas por alto porte, colmos finos e fibrosos e teor
regular de acucar, raizes abundantes e fortes.

- S. barberi (2n = 81-124): as variedades dessa espécie tém, como
caracteristicas, baixo ou médio porte, colmos finos, fibrosos e pobres em acucar.
Sao muito rasticas, embora suscetiveis ao mosaico. Sdo conhecidas como canas
indianas.

- S. spontaneum (2n = 40-128): abrange plantas de colmos curtos e finos,
fibrosos, praticamente sem acgucar, sistema radicular bem desenvolvido,
perfilhamento vigoroso e abundante. S&o plantas muito rasticas, vegetando bem
nas mais diversas condi¢cdes de solo e clima e notavel resisténcia ao mosaico.

Devido a sua resisténcia a seca, pragas e doencas foi cruzada com a
Saccharum officinarum, resultando em um hibrido que aliava boa parte das
qualidades de ambas. Embora S. spontaneum ndo seja cultivada, ela
proporcionou, no inicio do século 20, a retomada do crescimento da industria do
acucar e do alcool no mundo, ap0s as severas epidemias de doencas ocorridas
naquela época.

S. spontaneum é considerada um autopoliploide (Silva, 1993) e € uma
espécie altamente polimorfica. Existem plantas pequenas e outras chegando a
mais de 5 m de altura, e diametro de colmos variando de 3 a 15 mm. As principais

contribuicbes dessa espécie para 0 melhoramento da cana-de-acgucar foram o



vigor, o perfilhamento, a capacidade de rebrota da soqueira e tolerancia a
estresses.

- S. robustum (2n = 60-205): as canas dessa espécie tém colmos muito
altos, de até 10 m, relativamente grossos, muito fibrosos e bastante pobres em
acucar. Sao variedades suscetiveis ao mosaico.

- S. edule (2n = 60-80), esta espécie € considerada um produto da
introgresséo de S. officinarum ou S. robustum com outro género, sendo uma série
poliploide, com formas aneuploides. Possui uma inflorescéncia compacta e
comestivel, sendo considerada uma olericola tradicional dos melanésios,
cultivada nos jardins de vilas de Nova Guiné e llhas Fiji (Matsuoka et al., 1999).

O genoma da cana-de-acucar € altamente complexo: poliploide,
aneuploide, e com variavel nimero de cromossomos (Grivet e Arruda, 2001).
Além disso, trata-se de um genoma extremamente grande, o que dificulta a
compreensao de sua arquitetura genética. Tal complexidade é mantida pela
propagacéao vegetativa, comumente utilizada comercialmente para a obtencéo de
mudas em larga escala.

Algumas cultivares modernas foram analisadas sob o ponto de vista
citogenético. Além de poliploides e aneuploides, elas possuem origem
multiespecifica e seu genoma é constituido por, pelo menos, 100 cromossomos
(D’Hont, 2005).

A cultura da cana-de-acgucar é bastante influenciada pelas condigcbes
edafoclimaticas, fatores como precipitacdo pluviométrica, temperatura, umidade
relativa, insolacdo, relevo, solo e outros tém grande efeito sobre a resposta
fisiolégica da cultura em relacdo ao metabolismo de crescimento e ao
desenvolvimento dos colmos, florescimento, maturacao e produtividade (Melo et
al., 1999). Para que ocorra a maturagdo dessa cultura, € necessario que haja uma
deficiéncia térmica ou hidrica, caso contrdrio, a cana-de-aglUcar permanece
vegetando sem acumular alta quantidade de sacarose, sendo esta iniciada pelos

internédios inferiores.

3.3. Importancia econdmica

Dada a sua importancia econdmica, a cana-de-acucar (Saccharum spp.)

ocupa lugar de destaque na agricultura, estando entre as espécies vegetais mais



cultivadas no mundo, alcancando mais de 70 paises, sendo 0s maiores
produtores o Brasil, Cuba, india, México, China, Filipinas, Australia, Africa do Sul,
Estados Unidos, Republica Dominicana e Formosa (Lucchesi, 2001).

Devido a grandeza dos numeros do setor sucroalcooleiro no Brasil, ndo
se pode tratar a cana-de-aglcar apenas como mais um produto, mas sim como o
principal tipo de biomassa energética, base para todo o0 agronegdcio
sucroalcooleiro, representado por 420 usinas e destilarias e 4,5 milhdes de
empregos diretos e indiretos em todo o pais (Procana, 2010) e com produtividade
média brasileira estimada em 81,29 kg/ha (Conab, 2009).

Segundo dados da Conab (2009), o total de cana moida foi 612.211,20
mil toneladas, volume superior em 7,1% na safra passada. Do total da cana
esmagada, 276.007,1 mil toneladas (45,08%) foram destinadas a producao de
acucar, produzindo 33 milhdes toneladas; 336.204,1 mil toneladas (54,99%)
destinadas a producéo de alcool, gerando um volume total de 26 bilhdes de litros
de alcool, sendo, deste total, 7.652,3 milhdes de litros de alcool anidro, e
18.213,76 bilhdes de litros de alcool hidratado, movimentando R$ 56 bilhGes
(producado de cana, agucar, etanol e bioeletricidade), o que representou 2,0% do
PIB nacional (Conab, 2009).

A safra 2009/10 foi marcada pela volta das atencdes a producdo de
acUcar. Houve quebra de safra nos principais paises produtores. A india passou
de exportador para importador, o que abriu oportunidade de novos negdécios para
o Brasil que exporta 65% da sua producédo (Conab, 2009).

Em relacdo ao etanol, houve uma reducao drastica das exportacdes nesta
safra, aproximadamente 1,5 bilhdes de litros em relacdo a safra anterior, quando
foram exportados cerca de 4,9 bilhdes de litros. Por outro lado, ha uma latente
demanda pelo etanol no mercado interno em fungdo do aumento da frota de

veiculos flex-fuel que respondem por cerca de 90% das vendas de veiculos leves.

3.4. Melhoramento da cultura

O principal objetivo de um programa de melhoramento de cana-de-acglcar
€ lancar novas cultivares que sejam mais rentaveis aos produtores, aumentado a
produtividade e reduzindo as perdas econdmicas, por um intervalo de tempo

maior.



Sendo assim, a caracteristica mais importante seria a elevada producéo
de acucar por unidade de &rea, mensurada em toneladas de Pol por hectare
(TPH). Os componentes envolvidos para a maximizacao desta caracteristica sao
a tonelada de cana por hectare (TCH) e o teor de acucar da cana (PCC — Pol %
cana). Ambos sdo considerados de igual importancia, sendo que, para se estimar
a tonelada de cana, devem ser considerados ainda o0os componentes de
rendimento: nimero de colmos por hectare e massa de colmo, sendo este ultimo
composto por componentes secundarios, como diametro, estatura e densidade de
colmos.

Outras caracteristicas de importancia agronédmica, para um genoétipo de
cana-de-acucar, sdo a rapida brotacdo, vigorosa e prolongada soqueiras, a
tolerAncia a seca e ao frio, o habito de crescimento ereto, a auséncia de
florescimento, e o chochamento dos colmos e estabilidade e adaptabilidades aos
diferentes ambientes de cultivo. Além dessas, possui ainda boa adaptabilidade
para a colheita mecanica e ser resistente e/ou tolerante as principais doencas e
pragas que incidem sobre a cultura (Bressiani, 2001; Matsuoka et al., 2005).

Para a industria, caracteres como tipo e teor de fibra, quantidade e
qualidade industrial do acucar produzido e teor de pureza séo caracteristicas que
inferem na qualidade da produtividade final e, consequentemente, na importancia
econdmica destas cultivares (Fernandes, 2000).

Outra caracteristica a ser levada em conta € a producdo de energia
renovavel a partir do bagaco da cana-de-agUcar. As usinas utilizam a biomassa
para cogeracao de energia elétrica para consumo proprio, gerando uma producao
de energia acima do utilizado. Portanto, a geracdo de energia a partir da
biomassa da cana-de-acucar € algo importante para a producéo de alcool manter-
se sustentavel. Uma premissa € que novas cultivares com elevada producédo de
biomassa possam ser desenvolvidas pelos programas de melhoramento genético
da cultura, conforme relata Barbosa et al. (2004).

Existem quatro programas de melhoramento de cana-de-acucar no Brasil:
1) Programa Cana do Instituto Agronémico de Campinas, iniciado em 1933; 2)
Centro de Tecnologia Canavieira (CTC), que iniciou seus trabalhos em 1968
(como COPERSUCAR); 3) Programa de Melhoramento Genético da Cana-de-

acucar da RIDESA (Rede Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor



Sucroalcooleiro), formado por Universidades Federais e com inicio em 1971 como
PLANALSUCAR; 4) CanaVialis, que iniciou suas atividades em marco de 2003.

Apesar de existirem grandes diferencas nos detalhes sobre como os
programas de melhoramento do Brasil (e do mundo) conduzem suas atividades,
h& alguns pontos em comum. Em esséncia, o melhoramento baseia-se na
selecdo e clonagem de gendtipos superiores presentes em populacdes
segregantes, que sdo obtidas por meio de cruzamentos sexuais entre individuos
diferentes. O sucesso desses processos depende de varios fatores, dentre os
guais, a escolha adequada dos genitores, de forma a maximizar a chance de
obter ganhos com a selecédo, a instalacdo de experimentos com boa precisdo
experimental, a escolha correta dos caracteres e épocas de avaliacao.

A maioria das caracteristicas consideradas na selecdo é de natureza
guantitativa e controlada por muitos locos (QTL's), tais como, teor de soélidos
solaveis, teor de sacarose, didmetro e numero de colmos, teor de fibras,
resisténcia ao acamamento e florescimento, precocidade, resisténcia a pragas e
doencas (Oliveira, 2006).

Os programas de melhoramento geram populacbes segregantes
formadas de milhares de plantulas, as quais serdo posteriormente submetidas a
selecdo. O numero de plantulas (ou seedlings) varia de acordo com o programa, e
depende de fatores técnicos e econdmicos.

Basicamente estes programas desenvolveram hibridos interespecificos,
principalmente entre S. officinarum e S. spontaneum, por meio de um processo
denominado  nobilizacdo  (cruzamentos interespecificos  seguidos de
retrocruzamentos com a espécie S. officinarum) (Teixeira, 2006).

O programa de melhoramento genético da cana-de-acucar da RIDESA
comeca com a hibridacao de genitores selecionados, com consequente obtencéo
de sementes sexuadas. Esses genitores sdo selecionados considerando-se a
divergéncia genética, a capacidade de combinacdo, a associacdo de caracteres
de importancia agroindustrial e os valores genéticos preditos dos genitores
(Barbosa, 2000). Esses cruzamentos sao efetuados na Estacdo Experimental de
Serra do Ouro, no municipio de Murici em Alagoas.

Em seguida, ocorrem os processos de selecdo, que envolvem as fases

denominadas T1, T2, T3, FE e FM, sendo a primeira, segunda e terceira fase de
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selecdo, fase de experimentacao final e fase de multiplicagdo clonal,
respectivamente.

A primeira selecdo de campo em programas de melhoramento da cana-
de-acucar € realizada logo na populacdo segregante (fase de selecdo
denominada T1 pela RIDESA), momento no qual cada gendtipo é representado
por uma unica touceira. Nesta fase, milhares de genoétipos precisam ser
avaliados, podendo-se proceder a selecdo no estadio de cana planta ou cana
soca.

Segundo Lascano e Mariotti (1970), a selecdo em cana soca €
aconselhada por alguns programas de melhoramento, sob o argumento de que,
aparentemente, as diferencas entre 0s genotipos, neste estadio, sdo mais
evidentes.. Além do mais, essa estratégia permitiria uma selecdo natural para a
capacidade de rebrota.

Em T1, ocorre o plantio das sementes, em que cada semente possuli
potencial para se tornar uma variedade. A avaliacdo e selecdo consistem na
observacéo individual de cada touceira, sendo que, nessa fase, apenas 1 a 1,5%
dos gendtipos tém sido selecionados.

Na fase T2, é empregado o delineamento em blocos aumentados, quando
se utilizam testemunhas. A propor¢cao de clones selecionados normalmente varia
entre 10 e 30%.

A fase T3 consiste na multiplicacdo e avaliacdo dos clones selecionados
em T2, quando j& é analisado um numero maior de caracteristicas, como
resisténcia a doencas.

Os ensaios finais FE tém sido instalados em delineamento em blocos ao
acaso, com quatro repeticdes e parcelas com quatro sulcos de 5 m cada, com o
namero de clones avaliados em torno de 20 a 30, analisando-se a producédo de
cana planta, primeira e segunda soca. Paralelamente a esse ensaio de
competicdo, conduz-se outro ensaio para obtencdo da curva de maturacdo. As
variedades que sobressaem podem ir para a fase de multiplicacdo dos clones FM

e entdo recomendadas aos produtores.
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3.4.1. Geragao de variabilidade para efetuar selega o

A variabilidade genética disponivel para selecdo provém de cruzamentos
sexuais e pode ser realizada de diferentes maneiras (Matsuoka et al., 1999a;
1999b): a) cruzamentos biparentais, cujos cruzamentos séo feitos usando-se dois
genitores conhecidos, podendo algum deles ser usado exclusivamente como
receptora de pélen; b) policruzamentos, quando um grande niumero de genotipos
€ intercruzado; nesse caso, colhem-se sementes nas paniculas de todos
genitores envolvidos, o que impede a identificacdo da fonte de pdlen; c)
polinizacdo livre, quando as sementes sdo colhidas em plantas crescendo
livremente.

Em termos genéticos, os cruzamentos devem ser planejados de tal
maneira que seja maximizada a probabilidade de sele¢cdo de genoétipos que
podem ser liberados como cultivares comerciais.

Para tanto, uma alternativa bastante usada consiste em selecionar como
genitores materiais os de boa performance para as caracteristicas de interesse
econdmico (Matsuoka et al., 1999a), o que evidentemente ocorre para as
cultivares usadas comercialmente. Vale ressaltar que isso pode levar a um
estreitamento da base genética (Lima et al., 2001).

A razdo pela qual os cruzamentos biparentais sdo preferidos pelos
melhoristas, segundo Breaux (1987), é a possibilidade de estes serem
reproduzidos. Este fato torna possivel o teste de progénies de uma série de
cruzamentos em pequena escala, repeticdo dos cruzamentos “elite”, e cultivo dos
seedlings resultantes em grande escala. No entanto, o sucesso desta estratégia
depende do tempo, facilidade e confiabilidade com que os cruzamentos “elite”
podem ser identificados.

Os custos e limitagdes relacionados ao sistema de cruzamento e a
importancia da variancia genética nao-aditiva em cana-de-acucar (Hogarth,1977;
Hogarth et al., 1981; Bastos et al., 2003) aumentam a necessidade de um modo
eficiente e acurado de avaliacdo de cruzamentos para maximizar os ganhos
genéticos do programa de melhoramento.

A maioria dos programas avalia 0s cruzamentos pela porcentagem de

seedlings obtidos destes, que foram selecionados e avaliados em estadios mais
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avancados do programa. No entanto, este método é inviavel, uma vez que requer
varios anos de avaliagdo (Kimbeng e Cox, 1992).

Sendo assim, uma estratégia mais rapida para detectar os cruzamentos
potenciais € a concentracéo de esforcos na selecao de familias “elite”.

Dentre varias estatisticas, o procedimento REML/BLUP tem sido sugerido
para uso na avaliagdo do potencial de genitores no melhoramento de plantas
(Bridges, 1989). Barbosa et al. (2004) relataram pela primeira vez o emprego do
método REML/BLUP na estimacdo dos componentes de variancia e selecéo de
genitores e familias de cana-de-acUcar no Brasil. Segundo estes autores, 0s
componentes de média estimados via BLUP possibilitaram a sele¢édo de familias e
de genitores superiores, especializados na producdo de biomassa.

Uma vez que a cana-de-acucar € uma espécie albgama, 0s cruzamentos
devem ser planejados de forma a evitar a ocorréncia de cruzamentos entre
individuos aparentados. Isso pode ser conseguido principalmente com base nas
genealogias dos materiais, bem como na divergéncia genética obtida com
marcadores moleculares (Lima et al., 2001). Outros critérios, como
complementariedade dos caracteres, capacidade de combinacdo dos materiais
em cruzamentos, capacidade de cada material de gerar boas populagbes ao
longo do tempo, também devem ser empregados.

No melhoramento de culturas aldgamas e de propagacédo vegetativa, a
exemplo da cana-de-agucar, as cultivares ou clones utilizados como genitores sdo
altamente heterozigoticos, o que faz com que uma ampla segregacao ocorra logo
na primeira geracao apos a hibridacao.

Uma grande vantagem, neste caso, € que uma vez identificado um
genaotipo superior na primeira geracao, este pode ser multiplicado assexualmente,
permitindo, assim, que a selecdo seja conduzida durante diferentes anos e
ambientes, sem que ocorra a sua descaracterizagao genomica.

A possibilidade de propagacao vegetativa simplifica alguns procedimentos
de melhoramento, reduzindo, desse modo, o tempo gasto no desenvolvimento de
uma nova cultivar, que, no caso da cana-de-agucar, segundo Barbosa et al.
(2005), tem ocorrido apos 13 anos de inimeras avaliagdes dos clones.

A possibilidade de propagacao vegetativa em cana-de-acucar permite que
a selecdo para esta cultura seja realizada em etapas. Sendo assim, as etapas

iniciais sdo caracterizadas por avaliacdes pouco precisas, devido a escassez de
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material propagativo, enquanto que, nas fases subsequentes, a medida que se
aumenta a quantidade de material propagativo, aumenta-se também a preciséo
experimental e, consequentemente a possibilidade de se identificar com preciséo
0 genotipo ou gendtipos superiores (Souza Jr.,1995).

Alguns autores mencionam que o coeficiente de herdabilidade no sentido
restrito, que leva em consideracdo a fase sexual, também pode ser considerado
no planejamento de cruzamentos, uma vez que indicam como os caracteres de
interesse sao transmitidos aos descendentes.

Resultados de pesquisas indicam que a acdo génica predominante no
teor de Brix é a aditiva, sendo que, para os demais componentes de producéo, é
a nao-aditiva (Hogarth, 1980; Wu et al., 1980). Hogarth (1977) cita que, para
producdo de colmos, a variancia dominante tem-se mostrado de mesma
magnitude que a aditiva, sendo a variancia epistatica predominante para peso de
colmos. Hogarth (1987) apresentou valores elevados de herdabilidade para o
carater teor de fibra. Ja para volume e niumero de colmos, a variancia dominante
mostrou-se importante (Hogarth et al., 1981).

Bressiani (1993) reportou valores elevados de herdabilidade para

comprimento dos colmos e Brix, nas condicdes brasileiras.

3.5. Selecéo de familias

Nas fases iniciais de selecdo em cana-de-agucar, € aplicada a selecéo
massal, em que as plantas (seedlings) sao selecionadas somente pelo fendtipo.
Este método € mais utilizado por ser de mais simples execu¢do, mas é menos
eficiente do que quando se utiliza selecéo por familias.

Os programas de melhoramento tém sido dinadmicos, com modificacdes
propostas e testadas, procurando-se sempre melhorar a eficiéncia do processo
seletivo e facilitar as avaliacfes. Desta forma, pesquisadores tém proposto novas
metodologias de selecdo, como a incorporacdo de selecao recorrente e selecdo
de familias.

A selecdo de familias é uma alternativa para melhorar a eficiéncia da
selecdo massal em cana-de-acucar. O uso de familias aumenta a probabilidade

de identificar clones superiores e, assim, melhorar a eficiéncia do uso dos
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recursos disponiveis para conducdo do programa de melhoramento da cana-de-
acucar (Barbosa, 2000).

Neste tipo de avaliacdo, selecionam-se as familias superiores e também
individuos superiores dentro da cada familia. Assim, avaliam-se as familias em
ensaios com repeticdo, cujas parcelas seriam constituidas de individuos ainda
nao clonados (seedlings), os quais, proporcionariam informacdes sobre o valor

genético das familias avaliadas.

A circunstancia em que a selecao por familias é mais recomendada é
quando boa parte dos caracteres para a selecdo apresentam coeficientes de
herdabilidade de valores considerados baixos. Assim, a selecdo por familias
tende a propiciar ganhos maiores, ja que aumenta consideravelmente os valores
dos coeficientes de herdabilidade.

A selecao de familias pode ser adotada quando os caracteres de selecéo
sdo de baixa herdabilidade, como a selecdo para produtividade de cana-de-
acucar. Este procedimento consiste em selecionar as melhores e rejeitar as piores
familias, visto que a selecdo em familias com valores genotipicos superiores
tende a ser mais efetiva para indicar maior proporcao de genoétipos promissores.

A identificacdo de familias capazes de produzir genotipos superiores €
altamente desejavel para o desenvolvimento de novas variedades de cana-de-
acucar, especialmente quando se considera um periodo relativamente longo, para
a sua liberagao.

Vantagem adicional com os estudos de familias refere-se a possibilidade
de inferir sobre os valores genéticos dos genitores utilizados nos cruzamentos,
com base no desempenho de suas respectivas progénies. Com isso, os melhores
genitores poderiam ser explorados em cruzamentos preferenciais.

Kimbeng e Cox (2003) relatam que a adoc¢do da selecdo de familia tem
efeitos positivos para um programa de melhoramento genético de cana-de-
acucar, porque gera informacdes importantes para se determinar o valor
genotipico dos cruzamentos, identificando gendtipos e clones-elite potenciais para
novos cruzamentos.

Skinner et al. (1987) relatam ainda que o estudo de familias pode
contribuir para predizer cruzamentos superiores, podendo ser concentrado
esforcos nos cruzamentos mais promissores, que poderdo aumentar

substancialmente as chances de selecionar clones-elite.
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Cox e Hogart (1993) relatam que, em cana-de-acUcar, 0 esquema de
selecdo entre e dentro familias tende a ser mais eficiente que apenas a utilizagéo

do método de selecado de familias.

3.6. Metodologia REML/BLUP: Aplicacdo em plantas pe renes

Na descricdo da metodologia REML/BLUP, faz-se necessaria a descricao
do modelo misto (constituido por efeitos fixos e aleatérios) associado aos dados
experimentais.

Um modelo misto, cujo método foi desenvolvido por Henderson (1973), é
aguele que apresenta tanto fatores de efeitos fixos como aleatérios, além do erro
experimental.

A andlise de variancia no modelo misto apresenta algumas
particularidades, como a composicdo das esperancas matematicas dos
quadrados médios, cujo conhecimento permite o estabelecimento correto dos
testes de hipoteses (Hicks, 1973).

Outro motivo de se adotar um modelo linear misto é a possibilidade de se
fazer a predicdo de efeitos aleatorios, na presenca de efeitos fixos, que sédo de

grande valia no melhoramento de plantas.

Um modelo linear misto generalizado tem a seguinte forma:
y = XB + Zt + € , com as seguintes distribuicbes e estruturas de médias e

variancias:

T~N(0,G) E(Y)=XB

£~ N (O,R) Var (y)=V=ZGZ'+ R

em que:

* y:vetor conhecido de observagoes.

B: vetor parameétrico de efeitos fixos, com matriz de incidéncia X.

T: vetor paramétrico de efeitos aleatérios, com matriz de incidéncia Z.

£: vetor desconhecido de erros.

G: matriz de variancia-covariancia dos efeitos aleatorios.

R: matriz de variancia-covariancia dos erros.
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e 0: vetor nulo.
Assumindo G e R como conhecidas, a simultdnea estimagdo de efeitos
fixos e a predicdo dos efeitos aleatérios podem ser obtidas por meio das
equacdes de modelo misto (método BLUP) dadas por:

X'R'X  X'R7'z HE] _ B”R'i}’]
Z'R7x Z'Rz+67UlT 'Ry

Quando G e R ndo sdo conhecidas, os componentes de variancia
associados aos efeitos aleatérios podem ser estimados de forma eficiente pelo
método REML (Patterson e Thompson, 1971). Exceto por uma constante, a
funcd@o de verossimilhanca residual (em termos de seus log) a ser maximizada é

dada por:

L= —%(Iog‘X'V‘1X‘ +logV|+vloga? +y'Py/ a?)

= —%(Iog\c*\ +logR +logG| +vlogo? +y' Py/aj), em que:

V=R+2ZGZ,

P =V-1-V-1X (X'V-1X)-1X'V-1.

v = N-r(x): graus de liberdade para os efeitos aleatérios, em que N é o numero
total de dados e r(x) € o rank da matriz X.

C* = Matriz dos coeficientes das equacdes de modelo misto.

Sendo geral, 0 modelo descrito engloba varios modelos peculiares a cada
situacao.

Nos modelos mistos, a importancia das estimativas de parametros
genéticos pelo Método da Maxima Verossimilhanca Restrita - REML (Restricted
Maximum Likelihood), € que essa metodologia gera estimativas ndo tendenciosas
dos parametros (Schaeffer, 1999). Outra vantagem desses modelos é que eles
levam em conta a covaridncia genética entre as observacdes e ponderam o0s
genotipos com desigual numero de informagBes, na mesma ou em diferentes

geracoes (Resende, 2002a). Isso faz da avaliacdo genética (predicdo de valores
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genéticos), pelos modelos mistos, um instrumento mais eficaz que o da avaliacédo
partindo de estimativas pelo método dos minimos quadrados, segundo Kennedy e
Sorensen (1988), na selecdo de genitores, familias e arvores, pelo uso da
informacéo da propria entidade ou de aparentados, avaliadas no mesmo ou em
diferentes locais, épocas ou geracdes (Resende et al., 1999b). No modelo misto,
0s blocos, ambientes e tempo (anos avaliados) sao efeitos fixos, constantes, mas
interferem na predicdo dos efeitos genéticos ou aleatorios, tendo a necessidade
de ajuste dos efeitos fixos no modelo.

A selecdo de individuos ou de familias de uma populacdo pode ser
fenotipica, quando o valor fenotipico do carater € o referencial, ou genotipica
quando baseada nos valores genéticos desses individuos. Valores genéticos
aditivos sao efeitos aleatorios. Estes podem ser obtidos pelo procedimento BLUP,
gue estima os efeitos fixos (médias de blocos) pelo método dos minimos
guadrados generalizados, considerando-se as variancias, sendo esta a razao da
maior acuidade (entendida como o quanto se confia que a estimativa seja proxima
do valor verdadeiro). Ao mesmo tempo, o0 procedimento prediz os valores dos
efeitos genéticos aleatdrios e dos efeitos aleatdrios ndo-correlacionados incluidos
no modelo (Resende, 2002a).

O meétodo de Maxima Verossimilhanca Restrita (REML) possui
propriedades estatisticas superiores, quando comparadas aquelas do método dos
minimos quadrados, para a estimagéo dos parametros genéticos, com dados néo-
balanceados (Searle et al., 1992). Devido as vantagens desse método, seu
emprego, no melhoramento de plantas perenes, tem crescido expressivamente no
exterior, como pode ser observado nos trabalhos de Dieters et al. (1995) e Dieters
et al., (1996); e, no Brasil, por Resende et al. (1996), Bueno Filho (1997),
Resende et al.(1999b), Resende (2001), Mora (2002), dentre outros.

Resende (2002b) reestruturou o programa computacional SELEGEN -
Selecdo Genética, elaborado pelo préprio autor e cooperadores, adequando-o
para a analise de qualquer tipo de dado, pelo procedimento 6timo de Maxima
Verossimilhanca Restrita (REML) e Melhor Predicdo Linear N&o-Viciada (BLUP),
com aperfeicoamentos contemplando mais de 150 diferentes estruturas
experimentais, inclusive testes de progénies e procedéncias em varios locais, com

estudo de interacdo genaotipo x ambiente.
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Com o surgimento dos modelos mistos ou BLUP individual, houve grande
mudanca na forma de estimagdo dos componentes de variancia. Anteriormente,
as covariancias entre parentes eram estimadas e interpretadas em termos de
suas esperancas matematicas (igualando-as aos seus valores esperados),
gerando os componentes de variancia. Os componentes de variancia podem ser
estimados diretamente com as variancias dos efeitos aleatdérios do modelo linear
misto (Resende, 2002a).

O SELEGEN-REML/BLUP atende as exigéncias de experimento
balanceado e né&o-balanceado. Se adotados modelos em nivel individual, o
programa computacional fornece: (i) valores genéticos aditivos preditos; (ii)
valores genotipicos preditos; (iii) estimativas de componentes de variancia; (iv)
ordenamento dos candidatos a selecdo, segundo valores genéticos aditivos ou
genotipicos; (v) estimativas de ganhos genéticos; (vi) estimativas do tamanho
efetivo populacional; (vii) estimativas da interacdo gendtipo x ambiente; e (viii)
estimativas do valor genético de cruzamentos.

Este modelo abrange os delineamentos experimentais de blocos ao acaso
e latice, os delineamentos de cruzamento para polinizagdo aberta e controlada
(progénies de meios-irmaos e irméos-completos, cruzamentos dialéticos, fatoriais,
hierarquicos, delineamentos nao-balanceados, hibridos), bem como testes
clonais, uma ou varias populacdes, experimentos repetidos em varios locais, uma
ou varias plantas por parcela, presenca ou auséncia de medidas repetidas
(Resende, 2002b).

O programa emprega modelos, estimadores e preditores apresentados
por Resende et al. (1994) e Resende (1999b; 2000; 2002a), podendo ser aplicado
as plantas al6gamas, autbgamas e com sistema reprodutivo misto. E direcionado
as espécies perenes e semiperenes, podendo também ser aplicado as espécies
anuais. Tem sido utilizado com sucesso, em algumas espécies, tais como, erva-
mate (Resende et al., 2000), seringueira (Resende et al., 1996; Costa et al., 2000)
e espécies frutiferas como a pupunheira (Farias Neto e Resende, 2001), cacau
(Resende e Dias, 2000), aceroleira (Paiva et al., 2002), umbuzeiro (Oliveira et al.,
2004), cupuacu (Souza et al., 2002) e ainda cafeeiro (Resende et al., 2001) dendé
(Purba et al., 2001) e cana-de-acucar (Resende e Barbosa, 2006).
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3.7. Divergéncia genética via marcadores moleculare s

Pode-se definir diversidade genética como a distancia genética entre
populacdes, individuos ou organismos, baseada em caracteristicas
morfoagronémicas, fisioldgicas, bioquimicas e moleculares (Cruz et al., 2004).

Segundo Falconer (1981), a diversidade genética é expressa pela
diferenca entre as frequéncias alélicas das populacdes, ou seja, € a diferenca
entre as contrapartes alélicas dando origem a divergéncia genética.

A importancia da diversidade genética para o melhoramento estéa no fato
de que cruzamentos que envolvem genitores geneticamente divergentes sao mais
apropriados para produzir alto efeito heterético e maior variabilidade genética das
populacdes segregantes (Rao et al., 1981; Cruz, 1990).

O sucesso de um programa de melhoramento genético depende da
escolha de genitores que produzam individuos com a melhor combinacdo de
alelos favoraveis e da selecdo de gendtipos superiores em populacdes

segregantes.

Assim, técnicas de biologia molecular surgem como ferramentas para
permitir a identificacdo precoce e precisa de individuos com uma melhor
combinacéo de alelos favoraveis. A tendéncia geral do melhoramento genético de
plantas é a interacdo das técnicas classicas com aquelas mais modernas da
biologia molecular, levando-se em consideracdo as vantagens e limitacées de

cada uma delas (Ferreira e Grattapaglia, 1998).

Os marcadores genéticos moleculares tém inumeras vantagens,
destacando-se o fato de nao serem influenciados pelo ambiente e serem
independentes do estadio da vida da planta, sendo uma poderosa ferramenta dos
programas de melhoramento genético (Zietkiewicz et al., 1994). A escolha de uma
técnica de marcador molecular depende de sua reprodutividade e simplicidade.
Desde 1994, uma técnica de marcador molecular chamada amplificacéo inter-
repeticdes de sequéncia simples (ISSR - Inter Simple Sequence Repeats) esta
disponivel (Zietkiewicz et al., 1994). ISSRs sdo marcadores semiarbitrarios,
ampliados por PCR em presenca de um oligonucleotideo complementar para um
microssatélite designado.

Este € um tipo de marcador molecular, usado pela comunidade cientifica,

com diferentes aplicagbes no melhoramento de plantas (estudos de diversidade
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genética, filogenia, mapeamento genético, fingerprints, entre outras) em varias
culturas (Kantety et al., 1995; Bornet et al., 2001; Souza et al., 2005; Ajibade et
al., 2000).

Os ISSRs sdo marcadores dominantes e seguem o padrdo de heranca
mendeliana simples (Gupta et al., 1994). A metodologia do ISSR é baseada em
PCR, envolvendo a amplificagdo de segmentos de DNA presentes a uma
distancia amplificavel entre dois microssatélites idénticos, orientados em direcdes
opostas (Reddy et al., 2002). Para tanto, sdo usados microssatélites, usualmente
de 16 a 25 pb, como iniciadores capazes de, em uma Unica rea¢do de PCR,
reconhecer os loci mdultiplos no genoma, para amplificar principalmente as
sequéncias inter- e microssatélites de diferentes tamanhos (Zietkiewicz et
al.,1994).

Estes podem ser di-, tri-, tetra- ou pentanucleotideos, sendo ou néo
ancorados (Gupta et al., 1994; Meyer et al., 1993; Wu et al., 1994), ou mais
usualmente ancorados nas extremidades 3' ou 5 com uma a quatro bases
degeneradas.

Como um marcador com base em PCR, o ISSR tem algumas vantagens
quando comparado aos outros marcadores. A amplificacdo nao requer
informacbes de sucessdo do genoma e de padrfes altamente polimorficos
(Zietkiewicz et al., 1994). Cada faixa corresponde a uma sequéncia de DNA
delimitada por dois microssatélites invertidos. Também, as sequéncias-alvo dos
ISSRs sédo abundantes ao longo do genoma de eucariontes e evoluem
rapidamente (Fang e Roose, 1997; Esselman et al., 1999). Entdo, ISSRs tém
provado serem Uteis dentro de populacbes de estudos genéticos, especialmente
em deteccdo clonal, diversidade e revelacdo de individuos proximamente
relacionados (Salimath et al., 1995; Oliveira et al., 1996).

Conforme relata Kantety et al. (1995), as vantagens desta técnica sao:
sua capacidade multiplex, sua alta frequéncia de polimorfismo, rapidez, e
simplicidade.

A escolha de genitores e o planejamento de cruzamentos constituem a
etapa inicial de um programa de melhoramento. Avaliacbes da diversidade
genética dos potenciais genitores por meio de marcadores moleculares séo,
muitas vezes, correlacionadas com resposta heterotica. A escolha de genitores

mais divergentes pode aumentar o desempenho dos hibridos obtidos ou
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simplesmente aumentar a chance de obter diferentes combinacées génicas de
interesse.

Com o0 passar dos ciclos seletivos, é esperado que houvesse
modificacdes no valor de alguns parametros populacionais, tais como, médias,
variabilidade genética e correlagbes genéticas. Portanto, é preciso monitorar a
variacdo desses parametros, visto que a reducdo da variabilidade genética pode
reduzir a eficiéncia da selecdo e comprometer o programa de melhoramento
(Bosco, 2002).

3.8. Parametros genéticos

A estimacéo de parametros genéticos tem fundamental importancia para
os programas de melhoramento, porque permitem identificar a natureza da acéo
dos genes envolvidos no controle dos caracteres quantitativos e, assim, avaliar a
eficiéncia das diferentes estratégias de melhoramento, pela obtencdo de ganhos
genéticos preditos e manutencédo de uma base genética adequada. As variancias
genéticas aditivas e ndo-aditivas, as correlacdes e as herdabilidades sdo os
parametros genéticos de maior importancia (Cruz e Carneiro, 2003).

O termo parametro € utilizado para designar as constantes caracteristicas
de uma populacao, particularmente média, e variancia. No caso de populacdes
utilizadas em programas de melhoramento, os parametros de interesse sao de
duas naturezas: genética e ndo-geneética. A estimacdo dos parametros genéticos
€ necessaria para: (a) obter informacfes sobre a natureza da acdo dos genes
envolvidos na heranca dos caracteres sob investigacao; e (b) estabelecer a base
para a escolha dos métodos de melhoramento aplicaveis a populacdo (Morais et
al., 1997).

A eficiéncia do melhoramento depende do conhecimento do controle
genético dos caracteres a serem melhorados. Para um carater quantitativo, o
controle genético ou a base genética inclui todos os mecanismos genéticos
responsaveis pela sua heranca, tais como, herdabilidade, repetibilidade,
associacfes genéticas com outros caracteres, interagbes genéticas com o
ambiente, variacao genética aditiva e de dominancia (Resende et al.; 1995).

A herdabilidade (h?) é um dos parametros genéticos mais informativos

para o trabalho do melhorista. Este parametro fornece a propor¢do da variancia
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genética presente na variancia fenotipica total. Dessa forma, ela infere sobre a
confiabilidade do valor fenotipico, como indicador do valor genético, para espécies
que se reproduzem sexuadamente e sao propagadas pelo cultivo de sementes. A
herdabilidade pode ser estimada em sentido amplo (hzg) e sentido restrito (hZ).
No sentido amplo, considera toda a variagdo genética aditiva e n&o-aditiva
(Ramalho et al., 1993) e, no sentido restrito, € determinada pela relacdo entre
variancia genética aditiva e a variancia fenotipica (Resende, 2001).

O coeficiente de herdabilidade, tanto no sentido restrito como no amplo,
pode variar de zero a um. No caso de h? = 1, as diferencas fenotipicas entre os
individuos sdo causadas unicamente por diferencas genéticas entre 0s mesmos;
quando h? = 0 significa que a variabilidade do carater ndo tem origem genética.
Neste caso, ndo existe correlacdo alguma entre valor genético e valor fenotipico
da unidade de selecao (Allard, 1971).

Fisher (1918), citado por Allard (1971), foi o primeiro no emprego da
variancia no estudo de caracteres quantitativos. Em seus trabalhos, a variancia
genotipica foi subdividida em variancia genética aditiva, atribuida aos efeitos
médios dos genes; e a variancia procedente dos efeitos de dominancia, devido as
interagcBes entre alelos de um mesmo loco; e varidncia epistatica em fungéo das
interacdes entre diferentes locos.

A variancia aditiva é a variancia dos valores genéticos aditivos, um dos
fatores determinantes da covariancia ou semelhanca entre parentes e, por
conseguinte, o principal determinante das propriedades genéticas da populacao e
de sua resposta (Falconer, 1981).

Segundo Cruz e Regazzi (2001), a existéncia da variancia aditiva
constitui-se em um indicativo de maior facilidade na identificacdo de genoétipos
superiores com maior concentracdo de alelos favoraveis. Por sua vez, a variancia
atribuida & dominancia é indicativa de dificuldades no processo de sele¢cdo, mas €
importante quando se deseja explorar o vigor hibrido.

Com a intencéo de se obter informacgdes sobre o material estudado, para
programas de melhoramento genético, a estimacdo de parametros genéticos tem
sido amplamente estudada em diversas culturas, como nos trabalhos de Melo et
al. (2009); Melo et al. (2006) e Silva et al. (2002) com cana-de-acucar; Coimbra et

al. (2002) com milho-pipoca; Mendoncga et al. (2002) com feijao; Gravina et al.
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(2003) com soja; Andrade et al. (2008) com milho; Andrade et al. (2008) com

eucalipto, entre outros.

3.9. indice de selecédo

A indicagao de cultivares, baseando-se em apenas uma ou em poucas
caracteristicas, pode ndo ser a melhor opc¢éo, visto que o produto final da selecéo
pode ser superior em relacdo aos caracteres selecionados e inferior em relacao
aos outros caracteres nao considerados (Cruz et al., 2004).

Nesse contexto, para se obter um material genético realmente superior, é
necessario que o material selecionado reuna, simultaneamente, uma série de
atributos favoraveis que |Ihe confira ndo sO rendimento comparativamente mais
elevado, mas também satisfaca as exigéncias do consumidor (Cruz et al., 2004).

Para tanto, uma alternativa viavel é o uso dos indices de sele¢&o, que
constituem técnicas multivariadas que associam as informacdes relativas a varios
caracteres de interesse agronémico com as propriedades genéticas da populacdo
avaliada. Com os indices de selec&o, criam-se valores numéricos que funcionam
como um carater adicional, tedrico, resultante da combinacdo de determinados
caracteres selecionados pelo melhorista, sobre os quais se deseja manter selecéo
simultanea (Cruz e Regazzi, 2004).

Na cultura da cana-de-agucar, poucos estudos empregando indices de
selecdo sdo encontrados na literatura (Miller et al., 1978; Singh & Khan, 1998;
Pillai & Ethirajan, 1993), sendo 0os mesmos construidos a partir de parametros
genéticos e médias fenotipicas obtidas pelo método da analise de variancia.

Diferentes indices representam diferentes alternativas de selecédo e,
consequentemente, de ganhos. Eles indicam, de maneira rapida e eficiente,
gendtipos que podem ser mais ou menos adequados para o proposito do
melhorista.

Smith (1936) propés o0 uso de indice de selecdo nos programas de
melhoramento de plantas como critério de sele¢do simultdnea de duas ou mais
caracteristicas correlacionadas. Este procedimento foi adaptado do melhoramento
genético animal por Hazel (1943). Segundo esses autores, para se estabelecer o
indice de selecdo, sdo necessarios o valor econdmico relativo a cada

caracteristica, as variancias genotipicas e fenotipicas de cada caracteristica e as
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covariancias genotipicas e fenotipicas entre cada par de caracteristicas. Tal
indice passou a ser reconhecido como Indice Classico.

Devido as dificuldades de estabelecer pesos econémicos, Cruz (1990)
propds que os pesos econdmicos poderiam ser estimados a partir de estatisticas
dos proprios dados experimentais. O coeficiente de variacdo genético se
constituiria num bom referencial, pelo fato de ser um carater adimensional e
diretamente proporcional a variancia genética.

Pesek e Baker (1969) sugeriram o uso de ‘ganhos genéticos desejados’
de caracteristicas individuais, num programa de selecao, para substituir os pesos
econdmicos relativos no célculo dos indices de selecdo. Para se usar a
modificacdo proposta, necessita-se da matriz de variancia e covariancia genética
e do vetor dos ganhos genéticos desejados para as caracteristicas. Assim, &
possivel calcular os coeficientes dos indices, sem designar pesos econbémicos
relativos para as caracteristicas, como requer a teoria convencional de indice de
selecéo.

Willians (1962) propds o denominado indice-base, objetivando-se evitar a
interferéncia de imprecisdes das matrizes de variancias e covariancias fenotipicas
e genotipicas, na estimagdo dos coeficientes que constituem o indice. Esse
meétodo propde o estabelecimento de indices, mediante a combinacéo linear dos
valores fenotipicos médios das caracteristicas, 0s quais sdo ponderados
diretamente pelos seus respectivos pesos econdmicos (Cruz e Carneiro, 2003).

Segundo Cruz e Carneiro (2003), este indice tem apresentado boa
aceitacdo pelos melhoristas, por dispensar as estimativas de variancias e
covariancias genotipicas e fenotipicas e ter revelado resultados satisfatorios,
quando utilizado com critério de selecdo em varios trabalhos cientificos.

Mulamba e Mock (1978) propuseram o indice com base na soma de
postos (ou ranks), que consiste em classificar os gendtipos em relacdo a cada
uma das caracteristicas, em ordem favoravel ao melhoramento. Uma vez
classificadas, sdo somadas as ordens de cada material genético referente a cada
caréter, resultando em uma medida adicional, tomada como indice de selecao.

Os indices de selecao tém sido muito utilizados em culturas como milho
pipoca (Daros et al.,, 2004 e Amaral Janior, et al., 2010); milho comum (Granate,
2001); maracujazeiro amarelo (Silva et al., 2009) e mamoeiro (Silva et al., 2008).

Em todas suas aplicacdes, os ganhos genéticos foram previstos com precisao
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satisfatoria, levando a uma condugdo apropriada dos programas de
melhoramento genéticos para as culturas em questao.

De maneira geral, os indices de selecéo proporcionam o ganho reduzido
sobre um caréater, mas essa reducao € compensada por uma melhor distribuicdo

de ganhos favoraveis nos demais caracteres.
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4.1. Composigéo do experimento
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Em fevereiro de 2006, foi instalado na area da Usina Disa, Municipio de

Conceicdo da Barra-ES, um ensaio de familias pertencentes a primeira fase de

selecdo (T1) do Programa de Melhoramento Genético da Cana-de-AcguUcar
(PMGCA) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ)/Rede

Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro (RIDESA), em

parceria com a Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro.

As familias utilizadas nesta pesquisa foram amostradas dentre

cruzamentos realizados na Estacdo Experimental de Serra do Ouro, no municipio

de Murici em Alagoas, de onde foram retiradas amostras de 68 cruzamentos

biparentais (irmaos-completos), (Tabela 1).

Tabela 1 — Genitores utilizados para a obtencéo de familias de irméaos-completos
em cana-de-acUcar.

Familias Genitores/Cruzamentos Origem
1 RB 855035 X Co 775 Ridesa X Coimbatore (india)
2 Co 775 X RB 855035 Coimbatore (india) X Ridesa
3 RB 92606 X SP 83-2847 Ridesa X Coopersucar
4 RB 863129 X SP 83-2847 Ridesa X Coopersucar
5 RB 855035 X SP 71-6949 Ridesa X Coopersucar
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6 RB 925211 X SP 70-1143 Ridesa X Coopersucar
7 RB 72454 X RB 855035 Ridesa X Ridesa
8 RB 915141 X RB 855322 Ridesa X Ridesa
9 SP 70-1244 X SP 80-1842 Coopersucar X Coopersucar
Ridesa X Instituto Agronémico de
10 RB 945956 X IAC 873396 Campinas
11 RB 855035 X RB 945956 Ridesa X Ridesa
Ridesa X Instituto Agronémico de
12 RB 91514 X IAC 862210 Campinas
Instituto Agrondmico de Campinas
13 IAC 873396 X RB 855063 X Ridesa
14 SP 80-3280 X SP 70-1284 Coopersucar X Coopersucar
15 SP 80-3280 X RB 965911 Coopersucar X Ridesa
16 SP 83-2847 X L 60-14 Coopersucar X Louisiana (USA)
17 SP 80-3280 X SP 70-1284 Coopersucar X Coopersucar
18 RB 96 5911 X SP 83-2847 Ridesa X Coopersucar
19 LAICA 98208 X RB 855035 Costa Rica X Ridesa
20 RB 945961 X RB 957751 Ridesa X Ridesa
21 SP 80-3280 X RB 947501 Coopersucar X Ridesa
22 RB 925345 X RB 91514 Ridesa X Ridesa
23 RB 945957 X RB 925211 Ridesa X Ridesa
24 RB 946022 X RB 925211 Ridesa X Ridesa
25 RB 945964 X SP 91-1049 Ridesa X Coopersucar
26 RB 947501 X RB 9572 Ridesa X Ridesa
27 RB 92606 X RB 971537 Ridesa X Ridesa
28 RB 947501 XRB 947506 Ridesa X Ridesa
29 RB 945956 X RB 947501 Ridesa X Ridesa
30 BJ 7015 X RB 72454 - X Ridesa
31 SP 89-1115 X RB 825336 Coopersucar X Ridesa
32 RB 925345 X RB 915121 Ridesa X Ridesa
Canal Point (Florida) X Campos —
33 CP 716949 X CB 45-155 Brasil/Pesagro RJ
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34 RB 936001 X RB 9965586 Ridesa X Ridesa

35 RB 957712 X RB 993522 Ridesa X Ridesa

36 RB 957089 X RB912669 Ridesa X Ridesa

37 RB 951015 X RB 957712 Ridesa X Ridesa

38 RB 945954 X RB 957712 Ridesa X Ridesa
Coopersucar X Campos —

39 SP 724928 X CB 45-155 Brasil/Pesagro RJ

40 RB 957712 X RB 945954 Ridesa X Ridesa

41 SP 85-3877 X RB 961005 Coopersucar X Ridesa

42 RB 896342 X RB 961527 Ridesa X Ridesa

43 RB 945962 X RB 9620 Ridesa X Ridesa

44 SP 80-3280 X L 60-14 Coopersucar X Louisiana (USA)

45 RB 957610 X RB 93522 Ridesa X Ridesa

46 RB 896342 X RB 92508 Ridesa X Ridesa

a7 L 60-14 X SP 80-3280 Louisiana (USA) X Coopersucar

48 SP 71-6949 X RB 83102 Coopersucar X Ridesa

49 SP 83-2847 X RB 855206 Coopersucar X Ridesa

50 RB 93522 X RB957689 Ridesa X Ridesa

51 RB 9557 X RB 72454 Ridesa X Ridesa

52 Co 434 X RB 946915 Coimbatore (india) X Ridesa

53 RB 947501 X RB 945956 Ridesa X Ridesa

54 SP 71 X Co775 Coopersucar X Coimbatore (india)

55 RB 971537 X RB 943339 Ridesa X Ridesa

56 RB 855511 X RB 855156 Ridesa X Ridesa

57 RB 91537 X SP 91-1049 Ridesa X Coopersucar

58 RB 945065 X RB 912695 Ridesa X Ridesa

59 RB 845486 X RB 855127 Ridesa X Ridesa

60 RB 855463 X SP 83-2847 Ridesa X Coopersucar

61 RB 835486 X RB 955970 Ridesa X Ridesa

62 RB 926920 X SP 89-1115 Ridesa X Coopersucar

63 RB 945065 X RB 945956 Ridesa X Ridesa

64 RB 935686 X RB 955970 Ridesa X Ridesa
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65 RB 943339 X RB 911537 Ridesa X Ridesa
66 RB 915141 X SP 89-1115 Ridesa X Coopersucar
67 RB 945956 X RB 945065 Ridesa X Ridesa
Ridesa X Instituto Agronémico de
68 RB835486 X IAC 86-2210 Campinas
69 RB 867515 Ridesa
70 RB 72454 Ridesa
71 RB 835486 Ridesa

Este ensaio foi composto por 68 familias e trés cultivares-padréo e seguiu
o delineamento em blocos ao acaso, em que as progénies (tratamentos) foram
agrupadas em quatro sets, que constituem grupos de tratamentos, cada qual com
quatro repeticdes e cem seedlings por parcela, espacadas a 0,50 m entre plantas

e 1,40 m entres linhas.

4.2. Avaliacao do experimento

O corte de cana-planta foi realizado em 2007, sem que tenham sido
realizadas avaliagcbes. Todas as avaliagbes das familias e plantas dentro de
familias foram efetuadas durante a primeira e segunda soca, nos anos de 2008 e
2009, sendo feita entre e dentro de familias (fenotipando os individuos de cada

familia).
As seguintes caracteristicas foram avaliadas na época da colheita:

- Diametro médio dos colmos (DMC): foi aferido com o auxilio de um
paquimetro. As leituras foram efetuadas no centro do entrend, localizado no
comprimento médio do colmo, foram realizadas cinco leituras ao acaso por
observacéo (seedling) e considerando o valor médio. O DMC foi aferido nos dois
anos agricolas (2008 e 2009);

- Teor de sélidos sollveis totais - Brix (%): determinado com o auxilio de
um refratbmetro de campo com cinco medi¢bes ao acaso, considerando o valor

meédio. Foram feitas medi¢cbes na parte inferior do colmo (Brix PE) e na parte
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superior do colmo (Brix PT). Ambas as caracteristicas foram aferidas nos dois
anos agricolas (2008 e 2009);

- Peso de colmos (P): medida pela pesagem, em Kg, de todos os colmos
constantes em todas as linhas da parcela, com o auxilio de dinamémetro. Essa
caracteristica foi mensurada somente no primeiro ano agricola (2008);

- Nimero de colmos (NC): contagem do numero total de colmos das
touceiras analisadas. Essa caracteristica foi mensurada somente no segundo ano
agricola (2009);

4.3. Andlise estatistica

A analise de variancia dos dados foi realizada empregando-se o0s
recursos computacionais do Programa SAS (SAS,1985). Foram realizadas
analises de variancia para cada uma das caracteristicas analisadas. Obtendo-se,
assim, os valores dos quadrados médios das fontes de variacdo envolvidas e a
significancia de cada um deles, além dos coeficientes de variacdo, seguindo-se o

modelo estatistico em blocos ao acaso:
Yiu=H+E +Sj+ESj+R/ESk+ G/S; + EG/Sj + €
onde:
U : média experimental;
E;: efeito fixo do i-ésimo ambiente;
Sj : efeito do j-ésimo ‘set’, NID (0, ¢ ?);
ESj: efeito da interagéo de ambientes e ‘sets’ NID (0, o 2:;

R/ ES i : efeito da k-ésima repeticdo dentro da interagéo entre o i-€simo

ambiente e o j-ésimo ‘set’;
G/S; : efeito do I-ésimo gendtipo dentro do j-ésimo ‘set’;

EG/S; : efeito da interacdo de ambientes e genotipos dentro do j-€simo

set’;

e . erro experimental NID (O, o).
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Na Tabela 2, é apresentado o esquema da analise de variancia conjunta,
com as respectivas esperancas de quadrados medios, sendo que, com excec¢ao

de ambientes, as demais fontes de variacdo foram consideradas aleatorias.

Tabela 2: Analise de variancia e esperanca de quadrados médios

FvV GL Qam E (QM) F
Ambientes(E) e-1 QME ¢’ +rgol, + 203 5 +70%,,c +2rs8;  QME/QMES
Sets (S) s—1 QMS o+ e o), +eor 0] QMS/QMG
ExS e-1)(s—1) QMES  ¢? 40l +202,. +gros QMES+QMR/
EGIS &~ RIES ES QMB+QMEG
Repeticdes es(r-1) QMB ¢+ g0} 4 QMB/QMR
(R)/ ExS
Gendtipos (G)/ S s(g-1) QMG ¢+ el QMG/QVMR
ExG/S s@@-1)(€-1) QMEG o +rol . QMEG/ QMR
Residuo es(@g-1)(r—1) QMR ;2 -
Total egrs - 1

4.4. Estimacao de parametros genéticos.

A partir dos valores de esperancas e quadrados médios (Tabela 2), foram

estimados os componentes de variancia :

]

 Variancia genotipica: ¢ ~ (QMG — QMR)/er

+ Variancia fenotipica: o7 = QMR/er

« Herdabilidade com base na média das familias: * = 92/7

 Coeficiente de variagdo genético: €V, (%) = 100 (\ af ,:‘J?)

- indice de variaggo; /+(%) = 100 (cve/cv,)

Onde: QMG = quadrado médio dos genatipos;
QMR = quadrado médio do residuo;
r = repeticao;

e = ambiente.
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4.5. Selecdo Baseada nos Iindices de Selecéo

Foram testados diferentes indices de selecdo, os quais se encontram
relacionados abaixo, para selecdo das 21 familias superiores. Nas analises
computacionais, foram dados pesos para cada caracteristica analisada, o que
demonstrou diferencas significativas entre os genotipos, pelo teste F, na analise
de variancia. Estes pesos foram escolhidos ao acaso, mediante tentativas,
atentando-se, porém, para os ganhos mais favoraveis para cada caracteristica em
guestao.

Os pesos econémicos utilizados nos indices de sele¢do foram: o desvio-
padrdo genotipico, coeficiente de variacdo genotipico, indice de variacao,

herdabilidade e pesos atribuidos por tentativas.

4.5.1. Indice de selecdo de Smith (1936) e Hazel (1 943) — indice Classico

Esse indice de selecéo foi concebido como uma funcao linear dos valores
fenotipicos observados nas varias caracteristicas. O valor observado de cada
caracteristica € ponderado por um dos coeficientes do indice (Baker, 1986; Cruz e

Regazzi, 2006), obtendo-se o seguinte agregado fenotipico:

em que:
| = indice de selecéo;
bi = o peso atribuido a caracteristica P;no indice de selecéo; e

n = ndmero de caracteristicas avaliadas.

O valor genético total é representado por uma combinacdo linear dos
valores genéticos de cada caracteristica, ponderados por pesos econdmicos

conhecidos, definidos pelo pesquisador ( Cruz e Regazzi, 2001).
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4.5.2. indice Classico de Mulamba e Mock (1978)

O indice de Mulamba e Mock (1978) hierarquiza 0s genotipos,
inicialmente, para cada caracteristica, por meio da atribuicdo de valores absolutos
mais elevados do que aqueles de melhor desempenho. Por fim, os valores
atribuidos a cada caracteristica sdo somados, obtendo-se a soma dos ranks, que

assinala a classificacdo dos genotipos (Cruz e Regazzi, 2004).

4.5.3. Indice de selecdo de Williams (1962)

Este indice de selecdo, em geral denominado indice Base, é uma
combinacdo linear das caracteristicas de interesse no melhoramento, em que 0s
pesos econdmicos sao os coeficientes de ponderagéo do indice, o que dispensa o
uso de matrizes de variancia e covariancias (Baker, 1986; Cruz e Regazzi, 2004).

Representa-se do seguinte modo:

| = aiXs + axXo +... + apXn=a’ X,

em que:
| = indice de selecéo;

a; = peso econbmico atribuido a caracteristica i, 2, sendo i = 1,...,n;
a’ = vetor dos pesos econdémicos;

Xj = média da caracteristica, sendoi=1,...,n; e

X = vetor das médias das n caracteristicas que entram no indice.

4.5.4. Indice de selecdo de Pesek e Baker (1969)

Os pesos econdmicos constituem uma das dificuldades da aplicacdo do
indice Classico de Smith (1936) e Hazel (1943) e, por essa raz&o, foi proposto por
Pesek e Baker, em 1969, um indice de selecdo baseado nos ganhos desejados,
0s quais sdo mais faceis de definir. Segundo Cruz e Regazzi (2004), a partir da
expresséo fornecida pelo indice Classico de Smith (1936) e Hazel (1943), obtém-

se a expressao dos ganhos esperados:
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Ag = Gbi/ oy,

em que:

Ag = vetor de ganhos esperados;

G = matriz das variancias e covariancias genotipicas;
b1 = vetor n x 1 de coeficientes do indice ;

I = intensidade de selecéo; e

0, = desvio-padréo do indice.

Por substituicdo do vetor dos ganhos esperados por um vetor com 0S
ganhos desejados, Agq, € possivel estimar o vetor b dos coeficientes do indice:

b=G'Agqoi i,

em que:
o, /i = um escalar que néo influi na proporcionalidade dos coeficientes e

pode ser eliminado.

4.6. Modelo misto para avaliacdo de candidatos a se lecdo e parametros de

estimacéao para as familias avaliadas e individuos d  entro de familias

As avaliacdes fenotipicas foram trabalhadas com o software Selegen-
Reml/Blup, utilizando-se o procedimento BLUP individual e o modelo 147 - Um

Local e uma Safra, Blocos Completos: y = Xr+ Zg + Wp + e

Em que:

y = vetor de dados;

r = vetor dos efeitos de repeticdo (assumidos como fixos) somados a
meédia geral;

g = vetor dos efeitos genotipicos individuais (assumidos como aleatérios);

p = vetor dos efeitos de parcela;

e = vetor de erros ou residuos (aleatorios).

As letras mailsculas representam as matrizes de incidéncia para os

referidos efeitos.
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i) Componentes de Variancia (REML Individual ):

- Vg variancia genotipica entre progénies de irmdos germanos,
equivalendo a (1/2) da variancia genética aditiva mais (1/4) da variancia genética
de dominancia, ignorando-se a epistasia;

- Vparc: variancia ambiental entre parcelas;

- V4entro: Variancia residual dentro de parcela;

- V¢ variancia fenotipica individual;

- h%. = h% herdabilidade individual no sentido restrito, obtida ignorando-se
a fracdo (1/4) da variancia genética de dominancia;

- C%parc = C°: coeficiente de determinagéo dos efeitos de parcela;

- hzmp; herdabilidade da média de progénies, assumindo sobrevivéncia
completa;

- Acprog: acuracia da selecdo de progénies, assumindo sobrevivéncia
completa;

- h%x: herdabilidade aditiva dentro de parcela, obtida ignorando-se a

fracdo (1/4) da variancia genética de dominancia e Média geral do experimento.

4.7. Avaliacao da divergéncia genética

Foi realizado um estudo da diversidade genética entre familias, com o
intuito de estudar o grau de diversidade em que se encontram 0S materiais de
cana-de-acucar que, rotineiramente, sdo utilizados nos cruzamentos pelo
Programa de Melhoramento Genético da Cana-de-Acucar da Rede
Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro (RIDESA),
visando a indicacdo de cruzamentos entre parentais distantes geneticamente,

buscando o aumento da heterose e a identificacdo de clones superiores.

Ao todo, 39 individuos dentro de 14 familias foram selecionados para a
composicdo do lote a ser utilizado para o estudo da divergéncia genética, via

marcadores moleculares ISSR.
4.7.1. Extracdo do DNA
Cerca de 100 mg de tecido macerado foi transferido para tubos de 1,5 mL

e imersos em N liquido para a extracdo de DNA, de acordo com o protocolo
PLANT GENOMIC DNA MINI KIT, com as etapas descritas a seguir:
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Foram adicionados aos tubos, contendo as amostras, 400 mL de tampéao
de extracdo 1 (GP1 “Buffer”) e 5 mL RNase (10mg/mL) e agitados com o uso do
vortex. Este material foi incubado a 65C por 10 minutos. Durante a incubacéo, o
tubo foi invertido a cada 5 minutos. Em seguida, foram adicionados 100 mL de
tampao 2 (GP2 buffer) e os tubos foram agitados por vortice para a obtencao de
uma mistura homogénea. Logo apés, os microtubos foram incubados em gelo por
3 minutos. Essa mistura (cerca de 500 mL) foi transferida para um novo tubo, com
uma coluna de filtro posicionada em um tubo coletor de 2 mL. Esse material foi
centrifugado por 3 minutos a 13000 rpm. A coluna de filtro foi descartada e,
cuidadosamente, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo. Foram
adicionados 750 mL de tampao 3 (GP3 buffer com isopropanol) ao filtrado
(produto da lise celular) e misturado imediatamente por vortice por 5 segundos.
Logo em seguida, toda a mistura foi transferida para uma coluna matriz
posicionada em um tubo coletor. Foi feita uma nova centrifugagdo a 13000 rpm
por 2 minutos. O material filtrado que continuou no tubo coletor foi descartado.

Foram adicionados 500 mL de tampéo de lavagem, contendo etanol na
coluna, e centrifugados novamente a 13000 rpm por 30 segundos. Foi feito o
descarte do filtrado, repetindo-se a etapa. A coluna matriz foi transferida para um
tubo limpo de 1,5 mL e adicionando-se 100 mL do tampéo de eluicdo pre-
aguecido no centro da coluna matriz. O material ficou em descanso por 5 minutos
até o tampdo de eluicdo ser absorvido pela matriz. Foi feita uma Ultima

centrifugacéo a 13000 rpm por 30 segundos para eluir o DNA purificado.

4.7.2. Quantificacdo do DNA

Para avaliagdo da concentragdo de DNA, as amostras foram avaliadas
em gel de agarose a 1,0 % e coradas com a mistura de Blue Juice 6X com Gel
Red, na proporcao de 1:1. Como padréao, foi utilizada a amostra de DNA, com a
concentracdo conhecida de DNA de fago A (10, 20, 30, 50 e 100 ng).

A visualizacdo foi feita por meio de luz ultravioleta (Fotodocumentador
MiniBis Pro — Bio-imaging Systems). A concentracdo das bandas foi determinada
pelo Programa Image, utilizando-se, como padrdo, um marcador de 250 pb.
Posteriormente, o DNA foi diluido e padronizado na concentracdo de 5 ng.uL-1

para as reacdes de polimerase em cadeia (PCR) e mantido a -20°C.
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4.7.3. Andlise dos dados

Foi realizada a anélise de agrupamento entre os genotipos, adotando-se,
como medida de dissimilaridade, o Complemento Aritmético do indice de Jaccard
e, como técnica de agrupamento, o método de Ward.

O Complemento Aritmético do indice de Jaccard é dado por:

o =1-— 2 , onde:
atb+c

a=1-1:numero de coincidéncia do tipol e 1.
b=1 - 0 : numero de discordancia do tipo 1 e 0.
c=0 - 1: numero de discordancia do tipo 0 e 1.
Sendo; 1 presenca de banda e 0 a auséncia de banda.

4.7.4. Meétodo de Agrupamento

A analise de agrupamento consiste no uso de técnicas que permitem
reunir, por algum critério de classificacdo, unidades amostrais em grupos de
maneira que as unidades sejam similares dentro do grupo e com heterogeneidade
entre os grupos (Cruz e Regazzi, 2004).

Para a analise dos resultados, foram utlizados o0s recursos
computacionais do programa Genes (Cruz, 2006).

A matriz de distancias com base no Complemento Aritmético do indice de
Jaccard foi utilizada para o agrupamento dos genoétipos pelo método Ward.

Este método foi utilizado originalmente para varidveis quantitativas, mas

passou posteriormente a ser utilizado também para varidveis qualitativas. O
método minimiza a soma de quadrados dentro dos grupos e maximiza a soma
entre grupos. A estratégia de Ward é um algoritmo que procura particdbes dos
grupos proximos aqueles oOtimos, sendo que a estratégia ndo conduz
necessariamente a particdo Otima, mas, em muitos casos, a aproximagao sera
considerada satisfatoria na pratica (Asensio, 1989).
A aplicacado dos métodos hierarquicos permite a apresentacéo dos resultados sob
forma de dendrograma. Este é um diagrama em forma de arvore que mostra a
subdivisdo dos grupos formados, buscando maxima homogeneidade entre o0s
individuos no grupo e maxima heterogeneidade entre os grupos (Sneath e Sokal,
1973).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Avaliagdo das familias de irm&os-completos e a  nalise de variancia

Observam-se, nas Tabelas 3 e 4, as estimativas dos valores e as
significancias dos quadrados médios, bem como as médias e os coeficientes de
variagdo experimental, com base na meédia das quatro caracteristicas avaliadas,
em 68 familias de irmaos-completos e mais trés cultivares-padrao, nos dois anos

avaliados (2008 e 2009), respectivamente.

Tabela 3: Resumo da analise de variancia com os respectivos quadrados médios
e graus de liberdade (GL), estimativas dos coeficientes de variagcdo experimental
(CV%) e das médias para as caracteristicas avaliadas, no ensaio em
delineamento em blocos ao acaso, agrupados em sets, no primeiro ano agricola,
2008.

QM
FV GL DMC P BRIXPE  BRIXPT
Set 03

Rep (set) 12

Genot 70 16,4995*  5657,5666** 8,3014"°  6,7244**
Residuo 231 5,5962 907,5040 6,8888 2,0314
CV% 31,2312 9,7933 13,5270 8,7210
Média 96,4571 24,1555 19,4031 16,3428

**Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.
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Pode-se verificar que, no primeiro ano agricola, ndo houve efeito
significativo em nivel de 1% de probabilidade pelo teste F (P>0,01) para a
caracteristica Brix PE, as demais caracteristicas analisadas foram significativas
(Tabela 3).

Tabela 4: Resumo da analise de variancia com os respectivos quadrados médios
e graus de liberdade (GL), estimativas dos coeficientes de variagcdo experimental
(CV%) e das médias para as caracteristicas avaliadas, no ensaio em
delineamento em blocos ao acaso, agrupados em sets, no segundo ano agricola,
20009.

QM
FV GL DMC NC BRIX PE BRIXPT
Set 03

Rep (set) 08

Genot 70 6,2941N° 27,30* 2,414* 3,719*
Residuo 119 4,9624 14,748 1,486 2,269
CV% 9,063 26,518 5,818 7,90
Média 24,579 14,482 20,95 19,06

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F

As caracteristicas NC, Brix PE e Brix PT tiveram efeito significativo em
nivel de 5% de probabilidade pelo teste F (P>0,05), e a caracteristica DMC néo
apresentou efeito significativo em nivel de 5% de probabilidade pelo teste F
(P>0,05) (Tabela 4). Desse modo, a obtencdo de ganhos por selecéo € possivel,
sobretudo com a utilizacdo da potencialidade de indices de selecao.

A caracteristica que teve o menor valor de coeficiente de variacdo (CV%)
foi observada em Brix PT, com valor de 8,72% (Tabela 3), no primeiro ano, e em
Brix PT com 5,82% (Tabela 4), no segundo ano. A caracteristica que apresentou
maior coeficiente de variacdo foi observada em DMC, com o valor de 31,23%
(Tabela 3) e NC com valor de 26,52% (Tabela 4). Quanto menor o coeficiente de
variacdo de uma caracteristica, maior é a precisao experimental. E os coeficientes
de variacdo altos podem ser interpretados com baixa precisdo experimental,
prejudicando as inferéncias que podem ser feitas em relacdo as caracteristicas

observadas (Marques, 2000).
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A Tabela 5 ressalta o resumo da andlise de variancia com os respectivos
guadrados médios e graus de liberdade (GL), estimativas dos coeficientes de
variacdo experimental (CV%) e das médias para as trés caracteristicas avaliadas,
no ensaio em delineamento, em blocos ao acaso agrupados em sets, em dois
anos agricolas, 2008/2009.

Na analise conjunta dos dados (Tabela 5), para a fonte de variagdo ano,
verifica-se que houve diferenca significativa em nivel de 1% de probabilidade pelo
teste F (P>0,01) para as trés caracteristicas analisadas, mostrando que o0s
ambientes (anos agricolas) foram considerados satisfatoriamente distintos para
gerarem diferengas entre as caracteristicas avaliadas.

As caracteristicas Brix PE e Brix PT apresentaram diferencas
significativas para sets (Tabela 5), demonstrando a eficiéncia e a necessidade do
uso de delineamento em blocos, com divisdo em sets, em experimento com
grande numero de tratamentos. A auséncia dessa divisdo poderia produzir
variacdes, resultando em perda de precisdo dos experimentos.

Considerando a interacdo ano x sets (AxS), nota-se que a caracteristica
Brix PE revelou diferencga significativa (Tabela 5), denotando que 0s gendétipos,
aleatoriamente distribuidos nos sets,, mostraram modificacbes fenotipicas
estimuladas pelas mudancas edafoclimaticas dos ambientes.

Para a fonte de variacdo genétipo dentro de set (Genot/set), as
caracteristicas DMC, Brix PE e Brix PT apresentaram significAncias em nivel de
1% de probabilidade pelo teste F (Tabela 5), demonstrando haver variabilidade
genética a ser explorada, em fases futuras do programa de melhoramento
genético da cultura, possibilitando progressos com a selecéo.

Houve valor significativo para a interagcdo ambiente x gendtipo dentro de
set (ExG/S) para a caracteristica Brix PT, demonstrando que as familias néo
mantiveram a mesma resposta fenotipica para tal caracteristica nos dois
ambientes (anos de plantio), devido a alteracdes climatoldgicas ocorridas nos dois
anos de plantio (2008 e 2009).

A presenca de interacdo significativa entre os gendtipos e os locais
avaliados indica que, além dos efeitos genéticos e ambientais, outro fator também
esta influenciando nos resultados, que é o efeito da interacdo gendtipo x local.

Isso significa que a resposta de um determinado gendtipo nos varios locais pode
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nao ser a mesma de outro, dificultando tanto na sele¢cdo quanto na recomendacéo
para plantio, Santos (2008).

A variabilidade genética, o método de selecdo adotado, o tamanho da
populacdo e a influéncia do ambiente séo fatores que interferem na taxa de
elevacado das frequéncias génicas favoraveis, como efeito da selecao (Paterniani,
1980).

A caracteristica que apresentou o menor valor de coeficiente de variacao
(CV%) foi observada em Brix PE, com valor de 6,67%. A caracteristica que
apresentou maior coeficiente de variacdo foi DMC com 9,50% (Tabela 5). O
experimento de campo apresentou estabilidade e boa confiabilidade na afericdo
dos dados, visto os valores dos coeficientes de variacao ficarem abaixo dos 20%,

como sugerido por Gomes (1963).

Tabela 5: Resumo da analise de variancia com os respectivos quadrados médios
e graus de liberdade (GL), estimativas dos coeficientes de variagcdo experimental
(CV%) e das médias para as caracteristicas avaliadas, no ensaio em
delineamento em blocos ao acaso, agrupados em sets, em dois anos agricolas,
2008/2009.

QM
FV GL DMC BRIX PE BRIX PT
Ano 1 152,03** 261,15% 853,31**
Ano*set 3 4,543 5,86* 5,21M°
Set 3 0,67"° 35,65** 33,71*
Ano*rep(set) 8 6,73"° 5,31* 2,29N°
Rep(set) 8 3,25N° 15,01** 12,48%**
Genot(set) 280 16,77** 4,77** 6,98**
Ano*genot(set) 280 3,11 1,62N° 2,75*
CV% 9,50 6,67 8,07
Média 24,21 20,18 17,52

**Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
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5.2. Estimacdo dos Parametros genéticos com base na analise conjunta dos

dados

O sucesso de qualguer programa de melhoramento depende,
essencialmente, da quantidade de variabilidade genética existente na populacao-
base a ser explorada, da herdabilidade do carater que esta sendo melhorado e da
extensdo do ganho genético possivel para este carater. As estimativas dos
parametros genéticos referentes a primeira fase de selecéo (T1) do Programa de
Melhoramento Genético da RIDESA/UFRRJ em parceria com a UENF podem ser

observadas na Tabela 6.

Tabela 6: Estimativas da variancia genotipica (0°y), variancia fenotipica (o%),
herdabilidade (h?), coeficiente de variacdo genético (CVy), coeficiente variagéo
experimental (CV), indice de variagdo genético (lvg), desvio-padrdo (Dpg) e a
meédia das trés caracteristicas avaliadas, em 68 familias de irméos-completos de
cana-de-agucar, utilizando-se a média dos dois anos agricolas

Parametros genéticos

Caracteristicas 0“3 ©%  h? CVy CVe Ivg Dpy Média
DMC 191 2,79 0,68 5,72 9,50 0,60 1,38 24,21
Brix PE 0,49 0,79 0,62 3,48 6,67 0,50 0,70 20,18
Brix PT 0,83 1,16 0,71 5,20 8,07 0,65 0,91 17,52

O conhecimento das estimativas dos parametros genéticos permite, ao
melhorista, gerar informac6es de grande utilidade em relacdo as diferentes
caracteristicas avaliadas na populacdo com a qual trabalha, sendo capaz de
orientar qual estratégia mais apropriada de selecdo, bem como 0 sucesso na
predicdo em programas de melhoramento.

As variancias genéticas e fenotipicas entre os gendtipos foram de
magnitudes baixas para todas as trés caracteristicas analisadas (Tabela 6). Os
coeficientes de variagcdo genética foram mais expressivos.

Estimativas do coeficiente de variagdo genético (CVy) permitem ao
melhorista ter uma nocédo da grandeza relativa das mudancas que podem ser
obtidas por meio de selecdo, ao longo de um programa de melhoramento. Pode-

se observar na Tabela 6 que todas as trés caracteristicas exibiram elevados
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valores de CVq, 0 que indica boas chances de sucesso em programas de
melhoramento visando a selecdo para essas caracteristicas.

Para se ter uma idéia real da situacdo de cada caracteristica visando ao
melhoramento, é importante analisar a relagdo CVy4/CVe, conhecida como indice
de variacdo. As trés caracteristicas avaliadas expressaram Iv < 1 (Tabela 6). Este
coeficiente é um forte fator a ser considerado, visto que, se for baixo,
proporcionara uma selecao restrita (Resende, 2002).

Similarmente, Singh et al. (1981), ao estudarem 48 cultivares de cana-de-
acucar, observaram que a relagdo CVg/CVe foi inferior & unidade para todos os
caracteres avaliados.

A grande influéncia do ambiente nos gendtipos de cana-de-acucar
avaliados, nas fases iniciais de selecdo, é responsavel pelas baixas estimativas
de herdabilidade encontradas nestas fases (Skinner et al., 1987; Matsuoka et al.,
2005). Este fato faz com que a selecéo individual seja pouco eficiente quando
comparada com as subsequentes fases de selecéo.

A herdabilidade expressa a confianca do valor fenotipico como um guia
para o valor genético, ou o grau de correspondéncia entre valor fenotipico e valor
genético, ou seja, mede a confiabilidade do valor fenotipico mensurado em
predizer o verdadeiro valor genotipico (Falconer, 1987).

Pedrozo (2009) obteve valores de herdabilidade, na fase T1, para as
caracteristicas diametro e Brix de 0,4785 e 0,6698, respectivamente.

Skinner et al. (1987) mostraram que as estimativas de herdabilidade,
considerando-se a média de familias, foram superiores considerando-se as
plantas individuais. Para os caracteres diametro e Brix, por exemplo, as
estimativas, considerando-se familias, variaram de 0,70 a 0,71, e 0,53 a 0,90,
respectivamente. Sendo assim, as estimativas relatadas por estes autores, quanto
as caracteristicas diametro e Brix, foram semelhantes as estimativas encontradas
no presente estudo.

A selecdo, com base na média de familias, € mais eficiente que a de
plantas individuais, quando se consideram caracteres de baixa herdabilidade.

Bressiani (2001) relatou que as estimativas da herdabilidade, com base
nas medias das familias, geralmente foram superiores as estimativas desta em

plantas individuais, para os seis caracteres estudados.
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Uma vez que a selecdo para produtividade de aclcar € pouco eficiente
nas primeiras geracdes clonais, programas de melhoramento tém conduzido,
paralelamente, estudos de selecdo baseados na selecdo de familias superiores
(Barbosa et al., 2004; Barbosa et al, 2005b).

5.3. Ganhos percentuais preditos mediante os indice s de selecéo

A Tabela 7 contém as estimativas dos ganhos percentuais preditos para o
indice de selecdo de Mulamba e Mock (1978), Smith (1936) e Hazel (1943), e a
Tabela 8, para os indices de Pesek e Baker (1969) e Willians (1962), utilizando-se
como pesos econdmicos: coeficiente de variagdo genético (CV,), desvio-padréo

Iv) e herdabilidade (h?), sendo a

selecao praticada nas caracteristicas DMC, P, Brix PE e Brix PT.

genético (DPg), indice de variagdo (CVy/CVe =

Tabela 7. Estimativas dos ganhos percentuais, com base no diferencial de
selecéo, por selecdo simultdnea em quatro caracteristicas em familias de irmaos-
completos em cana-de-acucar.

Mulamba e Mock Smith e Hazel
Caracteristicas| CVy | DPy v h> | CVy | DPy lv h?®
DMC 3,92 | 3,35 4,73 | 4,73 | 534 | 534 5,34 5,34
P 116,59 /130,91| 78,98 |78,98 126,23|126,23 | 126,23 126,23
Brix PE 0,44 | 0,29 0,57 | 057 | 0,28 | 0,28 0,28 0,28
Brix PT 9,76 | 6,42 12,7 12,7 | 6,29 | 6,29 6,29 6,29

Tabela 8. Estimativas dos ganhos percentuais, com base no diferencial de
selecdo, por selegdo simultanea, em quatro caracteristicas em familias de irméos-
completos em cana-de-acucar.

Pesek e Baker Willians
Caracteristicas| CVy | DPy v h> | CVy | DPy lv h?®
DMC 8,38 | 8,38 8,38 8,38 | 2,58 | 2,58 2,68 2,68
P -51,52 |-51,52| -51,52 |-51,52 /132,01 132,01| 131,78 131,78
Brix PE 0,01 | 0,01 0,01 0,01 0,23 | 0,23 0,26 0,26
Brix PT -0,3 -0,3 -0,3 -0,3 | 5,18 | 5,18 6,1 6,1
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Os ganhos percentuais preditos, para o indice de sele¢cdo de Mulamba e
Mock, para todos os pesos econdmicos, proporcionaram valores simultaneos
positivos para todas as caracteristicas. Entretanto, para o indice de Pesek e
Baker, ndo houve a obtencéo de estimativas de ganhos preditos simultdneos nas
caracteristicas P (-51,52%) e Brix PT (-0,3%), utilizando-se todos os pesos
econdmicos, por isso, tais ganhos néo foram satisfatérios (Tabela 7).

A caracteristica P teve os maiores ganhos percentuais preditos com o
indice de Willians, quando foram utilizados os peso econdmicos CVy e DPy,
ambos com 132,01%; e 131,78%, quando foram utilizados os pesos econdémicos
lv e h? (Tabela 8).

Os ganhos percentuais preditos para o indice de selecdo de Smith e
Hazel, para todos os pesos econdmicos, proporcionaram valores simultaneos
positivos para todas as caracteristicas (Tabela 7).

Pedrozo (2009) concluiu que o indice multiplicativo foi o que mostrou
maior eficiéncia de selecdo de genotipos superiores de cana-de-agucar, podendo

aumentar a chance de sucesso em programas de melhoramento desta cultura.

Pillaie e Ethirajan (1993) estimaram indices de selecdo em diferentes
estagios de selecdo para uma populacdo de acasalamento biparental da cana
(Saccharum officinarum L.). Na fase de mudas, a selecédo baseada no indice pode
levar a uma melhor eficiéncia de selecdo em sucessivos estagios clonais. Esses
autores concluiram que o método de indice de selecdo foi altamente eficiente
para selecionar genétipos superiores com consistente desempenho em uma

populacao hibrida de cana.

Segundo Jackson (2005), devido ao alto valor econémico para melhorar o
conteudo de sacarose na cana-de-acglcar, a investigacdo-base sobre as causas
de baixas taxas de ganho, em associacdo com a exploracdo de criagao de
estratégias alternativas, parece justificada. Esse autor sugere realizar pesquisas
basicas, utilizando-se clones parentais e descendentes em uso, na avaliacdo em
programas de melhoramento, para fornecer estimativas precisas dos principais
parametros genéticos de variagdo genética aditiva, herdabilidade em sentido
restrito, e correlacdes genéticas entre as caracteristicas para a producéo de cana,
CCS (teor de acucares de cana-de-acucar comercial € derivada a partir de
medicdes de Brix, Pol e fibra), e outras caracteristicas de importancia econémica.

E concluiu que, a partir desses parametros, os indices de sele¢do, para maximizar
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as taxas de ganho genético de valor econdbmico, para 0 uso em programas de

melhoramento moderno, podem ser determinados.

Para o presente trabalho, o indice de Mulamba e Mock (1978) e o indice
de Smith (1936) e Hazel (1943) permitiram ganhos simultaneos superiores e
melhores distribuidos entre todas as caracteristicas avaliadas, e as familias
selecionadas foram: 41(SP 85-3877 X RB 961005), 45 (RB 957610 X RB 93522),
46 (RB 896342 X RB 92508), 4 (RB 863129 X SP 83-2847), 17 (SP 80-3280 X SP
70-1284), 58 (RB 945065 X RB 912695), 18 (RB 965911 X SP 83-2847), 66 (RB
915141 X SP 89-1115), 3 (RB 92606 X SP 83-2847), 22 (RB 925345 X RB
91514), 51 (RB 9557 X RB 72454), 38 (RB 945954 X RB 957712), 52 (Co 434 X
RB 946915), 35 (RB 957712 X RB 993522), 34 (RB 936001 X RB 965586), 7 (RB
72454 X RB 855035), 21 (SP 80-3280 X RB 947501), 48 (SP 71-6949 X RB
83102), 37 (RB 951015 X RB 957712) ,27 (RB 92606 X RB 971537) e 49 (SP 83-
2847 X RB 855206). (Tabela 7).

5.4. Aplicacdo da metodologia de modelos mistos (RE  ML/BLUP) na
estimacado de componentes de variancia e predicao de valores genéticos em
familias de irmaos-completos de cana-de-agucar

Uma das etapas importantes no melhoramento da cana-de-acucar
(Saccharum spp.) é a fase inicial, denominada de T1. Nesta fase, sdo produzidos
milhares de individuos heterozigotos, provenientes de hibridagcfes entre genitores
previamente selecionados (Cesnik e Miocque, 2004). Para esta fase, a selecao de
familias pode ser preferivel quando a selecdo € praticada com base em
caracteres de baixa herdabilidade individual.

O processo de selecdo torna-se mais efetivo, visto que estes caracteres
de baixa herdabilidade, quando analisados em estudos de familias, 75% a 80%
da variacdo fenotipica podem ser explicados devidos aos fatores genéticos
(Bressiani, 2001).

A selecdo quando praticada em familias com elevados valores
genotipicos pode possibilitar maior probabilidade de encontrar clones superiores
em suas respectivas progénies (Barbosa et al., 2002 e Resende et al., 2005).

Para este estudo de familias, tem-se adotado a metodologia dos modelos mistos
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REML/BLUP, que permite estimar os parametros genéticos e predizer os valores
genotipicos das familias de cana-de-agucar (Resende, 2002a).

Os parametros genéticos estimados pelo REML/BLUP, no estudo de 68
familias de irmaos-completos de cana-de-acucar, estdo apresentados na Tabela
9.

Tabela 9. Estimativa dos componentes de variancia (REML individual) e
parametros geneéticos, para as variaveis: diametro, numero de colmos, Brix PE e
Brix PT a partir de 68 familias de irmédos-completos de cana-de-agUcar.

Parametros genéticos

CaraCt. Vg v Vparc Vdentro Vf hza Czparc hzmp ACprOg hzad Médla

bMC |0,60|0,60| 7,71 |8,92|0,14 | 0,07 |0,60| 0,78 |0,08| 24,6

NC 2512513797 |429|0,12 | 0,06 [0,58| 0,76 |0,07| 14,4

Brix PE | 0,37 0,37 | 3,19 |3,92|0,19| 0,09 (0,64 | 0,80 |0,11| 20,95

Brix PT [ 0,49 /0,49 | 4,46 |545|0,18| 0,09 |0,64| 0,79 |0,11| 19,04

. V,: variancia genotipica entre progénies de irméos-completos, equivalendo a (1/2) da variancia
genética aditiva mais (1/4) da variancia genética de dominancia, ignorando-se a epistasia; Vparc:
varidncia ambiental entre parcelas; Vgenro: Variancia residual dentro de parcela; Vi variancia
fenotipica individual; h*%, = h* herdabilidade |nd|V|duaI no sent|do restrito, obtida ignorando-se a
fracdo (1/4) da var|anC|a genética de dominancia; c’ parc = c¢? coeficiente de determinacéo dos
efeitos de parcela h? mp: herdabilidade da média de progénies, assumindo sobreV|venC|a completa;
Acprog: acuracia da selegdo de progénies, assumindo sobrevivéncia completa; h?,q: herdabilidade
aditiva dentro de parcela, obtida ignorando-se a fracéo (1/4) da variancia genética de dominancia e
a média geral do experimento.

Comparando-se a selecdo individual, também denominada de selecéao
massal, com a selecdo de familias, verificou-se menor eficiéncia seletiva para
todos os caracteres analisados, tendo em vista que as suas respectivas
herdabilidades individuais (h%) foram inferiores as estimativas de herdabilidade
em nivel de médias de familias (h*mp). As caracteristicas apresentaram valores
médios para herdabilidade da média de progénies, variando de 0,58 para NC,
0,60 para DMC e 0,64 para o carater Brix PE e PT, o que permitiu obter elevadas
acuracias para a selecao entre familias superiores, com base nestes caracteres
de selecéao (0,78; 0,76; 0,80 e 0,79, respectivamente) (Tabela 9).

Visando a identificar familias promissoras com alto valor para a
caracteristica Brix, averiguou-se que a selecao entre familias (hzmp= 0,64) seria
efetiva, jA que, para o presente trabalho, permitiu uma acuracia seletiva entre

familias de 80%.
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Considerando a importancia de selecionar novos gendétipos de cana-de-
acucar que tenham valor alto de Brix, sdo apresentados na Tabela 10 e 11, os
valores fenotipicos (f), genotipicos (g), valores genotipicos preditos (u+g), ganho
de selecao (%) e as novas médias das 14 familias de irmaos-completos avaliadas
e selecionadas no presente trabalho para as caracteristicas Brix PE e Brix PT,
respectivamente.

Constatou-se que todos os individuos das 14 familias avaliadas,
apresentaram valores genotipicos superiores a média experimental (Brix PE
=20,95 e Brix PT = 19,04). Isto indicaria haver grande probabilidade de encontrar
novos genotipos promissores em producdo de cana por hectare dentro destas
melhores familias.

Uma forma de explorar o potencial destas familias seria realizar o plantio
de plantulas em maior nimero para estas familias, sendo posteriormente
realizada a selecéo individual com base nesta caracteristica (Resende e Barbosa,
2005).

A familia 20 (RB 945961 X RB 957751) foi a que mais teve individuos
selecionados e com maiores valores para a caracteristica Brix PE (Tabela 10).
Para a caracteristica Brix PT houve destaque para as familias 60 (RB 855463 X
SP 83-2847), 47 (L 60-14 X SP 80-3280) e 61 (RB 835486 X RB 955970), a qual
apresentou o maior valor fenotipico (Tabela 11).

Neste sentido, a exploragdo de cruzamentos com valores genotipicos
superiores seria importante, pois visaria a identificacdo de clones potenciais e
com maior probabilidade de serem promissores para producdo de produtos
derivados da cana-de-acucar. A exploragcdo das familias superiores pode
possibilitar que maior numero de clones potenciais avance para as etapas
seguintes do melhoramento genético da cana-de- acucar (Barbosa et al., 2005;
Resende e Barbosa, 2005).

Neste sentido Resende e Barbosa (2006), ao descreverem a metodologia
BLUPIS (BLUP individual simulado), relataram que a selecéao de individuos dentro
das familias deve-se levar em conta o valor genotipico das familias, sendo que as
melhores familias seriam selecionadas maior nimero de clones potenciais.

Nota-se que no presente trabalho ndo foram identificadas familias com
valores genotipicos para o carater Brix, abaixo da média geral. Visando aumentar

a eficiéncia seletiva, as familias com valores genotipicos abaixo da média
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experimental podem ser descartadas devido a baixa probabilidade de selecionar
clones promissores dentro destas, conforme relatam Resende e Barbosa (2006).

Importante ainda, realizar novos trabalhos com a selecdo de familias,
visando identificar a interacdo familias superiores e a interacdo com 0s varios
ambientes de sele¢do, pois haveria a tendéncia de ocorrer interacdo familias e
ambientes de selecao (Bressiani, 2001).

Portanto, a selecéo das familias com valores genotipicos acima da média
experimental, possibilitou ganhos significativos para as caracteristicas Brix PE e
PT, sendo que as quatro melhores familias para essa caracteristica foram: a
familia 20 (RB 945961 X RB 957751), a 60 (RB 855463 X SP 83-2847), a 47 (L
60-14 X SP 80-3280) e a 61 (RB 835486 X RB 955970).

A selecao de familias por meio de modelos mistos REML/BLUP pode ser
uma estratégia importante para identificar familias com elevados valores

genotipicos, aonde haveria maior probabilidade de selecéo de clones potencias.

Tabelal0O: Ordenacdo das 14 familias de irm&os-completos de cana-de-acucar
selecionadas via componentes da média para a caracteristica Brix PE e seus
valores fenotipicos (f), genotipicos (g), valores genotipicos preditos (u+g), ganho
de selecéo (%) e as novas médias

ORDEM BLOCO FAMILIA INDIVIDUO f g u+g Ganho Nova média
1 1 20 2 25,00 1,1101 22,0658 1,1101 22,0658
2 2 20 1 24,00 1,0510 22,0067 1,0806 22,0362
3 2 20 4 24,00 1,0510 22,0067 1,0707 22,0264
4 3 20 3 23,00 0,9722 21,9278 1,0461 22,0018
5 3 20 10 23,00 0,9722 21,9278 1,0313 21,9870
6 2 27 9 24,40 10,9655 21,9212 1,0203 21,9760
7 3 60 4 24,00 0,9571 21,9127 1,0113 21,9670
8 1 20 3 24,00 0,9499 21,9055 1,0036 21,9593
9 2 60 2 24,20 0,9077 21,8634 0,9930 21,9486
10 1 19 8 25,00 0,9043 21,8599 0,9841 21,9398
11 2 61 1 24,40 0,8838 21,8395 0,9750 21,9306
12 2 60 4 24,00 0,8757 21,8313 0,9667 21,9224
13 3 60 1 23,40 0,8609 21,8166 0,9586 21,9142
14 3 23 2 24,00 0,8554 21,8111 0,9512 21,9069
15 3 12 1 24,40 0,8331 21,7888 0,9433 21,8990
16 1 27 8 24,20 0,8323 21,7880 0,9364 21,8920
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17
18
19
20
21
23
26

W Wk NN DN

20
20
27
27
20
19
24

N P PO W N N

22,00
22,50
23,40
23,40
23,00
23,00
23,20

0,8119
0,8106
0,8053
0,8053
0,7896
0,7663
0,7503

21,7676
21,7663
21,7609
21,7609
21,7453
21,7220
21,7060

0,9291
0,9225
0,9163
0,9108
0,9050
0,8934
0,8779

21,8847
21,8781
21,8720
21,8664
21,8607
21,8491
21,8335

Tabelall: Ordenacédo das 14 familias de irmaos-completos de cana-de-acucar,
selecionadas via componentes da média para a caracteristica Brix PT e seus
valores fenotipicos (f), genotipicos (g), valores genotipicos preditos (u+g), ganho

de selecdo (%) e as novas médias

ORDEM BLOCO FAMILIA INDIVIDUO f g u+g ganho nova média
1 2 61 8 28,00 1,6339 20,6800 1,6339 20,6800
2 2 60 4 23,80 1,2679 20,3140 1,4509 20,4970
3 2 47 1 23,00 1,1590 20,2051 1,3536 20,3997
4 3 60 1 22,60 1,1330 20,1791 1,2985 20,3445
5 1 16 1 24,40 1,0531 20,0992 1,2494 20,2955
6 1 60 3 23,00 1,0476 20,0937 1,2200 20,2600
7 1 16 6 24,20 1,0220 20,0681 1,1880 20,2340
8 3 19 1 22,80 1,0212 20,0672 1,1670 20,2100
9 3 60 6 21,80 1,0089 20,0550 1,1496 20,1957
10 2 47 2 22,00 1,0038 20,0499 1,1350 20,1800
11 2 24 7 22,50 0,9969 20,0430 1,1225 20,1686
12 1 25 8 24,20 0,9889 20,0349 1,1114 20,1574
13 1 60 2 22,60 0,9856 20,0316 1,1017 20,1478
14 3 3 22,40 0,9744 20,0205 1,0926 20,1387
15 3 6 22,40 0,9744 20,0205 1,0847 20,1308
16 1 19 8 23,40 0,9668 20,0129 1,0773 20,1234
17 3 24 7 21,80 0,9397 19,9857 1,0692 20,1153
18 3 47 1 21,20 0,9311 19,9772 1,0616 20,1076
19 1 47 2 22,00 0,9077 19,9538 1,0535 20,0995
20 3 47 7 21,00 0,9000 19,9461 1,0458 20,0919
21 3 38 8 22,40 0,8851 19,9311 1,0381 20,0842
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5.5. Andlise dos Marcadores Moleculares na Selecdo  dos Gendtipos

Para estudar a variabilidade genética entre as 68 familias de irméos-
completos de cana-de-acUcar, pertencentes a primeira fase de selecéo (T1) do
Programa de Melhoramento Genético da RIDESA/UFRRJ em parceria com a
UENF, foram selecionados 39 individuos com maiores valores para as
caracteristicas Brix PE e Brix PT, por meio da metodologia REML/BLUP,
utilizando-se a técnica molecular ISSR.

Foram utilizados 23 iniciadores que geraram um total de 193 bandas,
sendo 17 monomorficas e 176 polimorficas (Tabela 12). A média de bandas por
iniciador foi de 8,40. O percentual médio de polimorfismo foi estimado em 90,38%.
O iniciador que apresentou maior numero de bandas polimérficas e fragmentos
amplificados foi 0 (GA)sCTT, no total de 15 fragmentos (Tabela 12).

Segundo Colombo et al. (1998), 7 a 30 iniciadores, gerando de 50 a 200
bandas polimoérficas, sdo suficientes para estimar relacdes genéticas dentro e
entre espécies.

Kantety et al. (1995), utilizando dez iniciadores, obtiveram uma taxa de
polimorfismo de 95% com 54 bandas polimérficas em populacdes de Zea mays.

Almeida (2009) obteve, para a cultura da cana-de-acgucar, um total de 56
bandas, com média de 7 bandas por primer, sendo que 53 dessas foram
polimoérficas (95%).

Tabela 12: Relacdo dos iniciadores utilizados e nuamero de fragmentos
amplificados e polimorficos de oligonucleotideos de ISSR.

Fragmentos Fragmentos Percentagem de
Oligonucleotideos Cultura amplificados polimérficos polimorfismo

(AG)sC Cana-de-acUcar 08 07 87,50
(AG)sT Cana-de-acucar 09 08 88,89

(GGGTG);3 Cana-de-acucar 06 05 83,33
(GGAT);3 Cana-de-acUcar 03 03 100,0
(AC)sCTT Cana-de-acucar 14 14 100,0
(TC)sAGA Cana-de-acucar 11 10 90,90
(GT)sCTC Cana-de-acucar 10 09 90,0
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(CT)sAGG Cana-de-acucar 12 12 100,0
(GA)CTT Cana-de-acUcar 16 15 93,75
(TC)sAGG Cana-de-acucar 10 09 90,0
(AG)sCTA Cana-de-acucar 14 14 100,0
(GACA), Cana-de-acUcar 07 06 85,71
(GA)sC Capim elefante 07 06 85,71
(GA)sT Capim elefante 09 09 100,0
(ATC)6C Capim elefante 08 07 87,50
(ATG)6G Capim elefante 10 08 80,0
G(CTA)s Capim elefante 07 06 85,71
(ACC)Y Capim elefante 05 05 100,0
(GATA), Capim elefante 06 05 83,33
(GA)sCC Estévia 04 04 100,0
(CT)sG Batata doce 07 05 71,43
(AC)gT Batata doce 04 03 75,0
(AG)sYA Batata doce 06 06 100,0
TOTAL - 193 176 2078,76
MEDIA - 8,40 7,65 90,38

5.6. Andlise de Agrupamento

Com base nas bandas reveladas, foi obtida a matriz de distancias entre

os individuos, utilizando-se o complemento aritmético do indice de Jaccard e a

analise de agrupamento pelo método Ward. Considerando o resultado obtido pelo

agrupamento com os 39 individuos, foi possivel separa-los em seis grupos
distintos (Tabela 13).

A analise de agrupamento tem por finalidade reunir, por algum critério de

classificacdo, as unidades amostrais em grupos, de tal forma que exista

homogeneidade dentro do grupo e heterogeneidade entre grupos (Johnson e

Wichern, 1992; Cruz e Regazzi, 1994)
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No grupo 1, ficaram alocados os acessos 39 (familia 47, individuo 2), 33
(familia 47, individuo 2), 34 (familia 16, individuo 1), 31 (familia 20, individuo 1),
32 (familia 20, individuo 3), 36 (familia 20, individuo 2), 38 (familia 20, individuo
1), 35 (familia 61, individuo 1) e 37 (familia 27, individuo 9).

Os acessos 15 (familia 60, individuo 1), 17 (familia 25, individuo 8), 19
(familia 47, individuo 1), 16 (familia 24, individuo 7), 20 (familia 24, individuo 7),
14 (familia 12, individuo 1) e 18 (familia 61, individuo 8) ficaram reunidos no grupo
2.

Os acessos 5 (familia 47, individuo 7), 4 (familia 60, individuo 6), 6
(familia 47, individuo 1), 7 (familia 60, individuo 2), 1 (familia 8, individuo 3), 2
(familia 20, individuo 10), 3 (familia 38, individuo 8) ficaram agrupados no grupo
trés.

O grupo 4 reuniu os acessos 25 (familia 19, individuo 8), 27 (familia 16,
individuo 6), 26 (familia 60, individuo 4) e 28 (familia 60, individuo 3).

O grupo 5 foi formado pelos acessos 29 (familia 20, individuo 2), 30
(familia 20, individuo 4), 21 (familia 20, individuo 7), 22 (familia 8, individuo 6), 11
(familia 60, individuo 4), 10 (familia 20, individuo 3) e 13 (familia 19, individuo 1).

O sexto grupo contém os acessos 8 (familia 60, individuo 2), 9 (familia 27,
individuo 3), 24 (familia 27, individuo 8), 12 (familia 27, individuo 6) e 23 (familia
23, individuo 2).

Observou-se gue os acessos mais divergentes foram os de namero 5
(grupo 3, familia 47, individuo 7) e 24 (grupo 6, familia 27, individuo 8), distantes
em 0,75. Por sua vez, 0s acessos mais similares, apresentando uma distancia de
0,40, foram o namero 16 (grupo 2, familia 24, individuo 7, bloco 2) e 20 (grupo 2
familia 24, individuo 7, bloco 3). Vale destacar que, considerando a maior
distancia (0,75), os acessos sao pertencentes a grupos distintos e, considerando
a menor distancia (0,40), os acessos encontram-se dispostos ho mesmo grupo.

O conhecimento da distancia genética entre gendtipos de uma populagéao
de interesse é importante para um programa de melhoramento, porque permite a
organizacdo do germoplasma e uma amostragem mais eficiente de genotipos
(Nienhuis et al., 1993).

Esta estimativa pode ser efetuada a partir de marcadores moleculares
elou caracteres agrondmicos (morfologicos), sendo que a primeira se destaca por

nao sofrer influéncia do ambiente.
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O coeficiente de correlagcéo linear de Pearson entre os elementos da
matriz de dissimilaridade (matriz de distancias entre as cultivares, obtida a partir
dos dados originais) e os elementos da matriz cofenética (matriz de distancias
entre as cultivares, obtida a partir do dendrograma) é denominado coeficiente de
correlacdo cofenética. Esse coeficiente pode ser utilizado para avaliar a
consisténcia do padrdo de agrupamento de métodos de agrupamento
hierarquicos, sendo que valores proximos a unidade indicam melhor
representacao (Barroso & Artes, 2003; Cruz & Carneiro, 2003).

O coeficiente de correlacdo cofenética, para esta analise, foi de 0,5.
Pode-se concluir que hé variabilidade na consisténcia do padrdo de agrupamento,
obtido a partir do complemento aritmético do indice de Jaccard, e a analise de
agrupamento pelo método Ward, visto se tratar de um ensaio de selecdo
pertencente a primeira fase de selecdo, quando os individuos sao ainda

segregantes.

Tabela 13: Agrupamento pelo método Ward, de 39 individuos de cana-de-acucar
com base em 176 fragmentos polimorficos de ISSR, utilizando-se o complemento
aritmético do indice de Jaccard.

Grupos Individuos

I 39, 33, 34, 31, 32, 36, 38, 35, 37
Il 15,17, 19, 16, 20, 14, 18

I 5,4,6,7,1,2,3

vV 25,27, 26, 28

\% 29, 30, 21, 22, 11, 10, 13

Vi 8,9, 24,12, 23
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Figura 1: Dendrograma obtido pelo método hierarquico WARD dos 39 individuos
de familias de irméos-completos, utilizando, como medida de dissimilaridade, o
complemento aritmético do indice de Jaccard.
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6. RESUMO E CONCLUSOES

O Programa de Melhoramento Genético de cana-de-acUcar da
RIDESA/UFRRJ, em parceria com a UENF, visa, na primeira fase de selecéo
(T1), a selecionar familias superiores e individuos superiores dentro das familias,
para as fases posteriores do programa de melhoramento.

O melhoramento baseia-se na selecdo e clonagem de genotipos
superiores presentes em populacfes segregantes, que sao obtidas mediante
cruzamentos sexuais entre individuos diferentes. O sucesso desses processos
depende de varios fatores, dentre os quais, a escolha adequada dos genitores, de
forma a maximizar a chance de obter ganhos com a selecdo, a instalacédo de
experimentos com boa precisdo experimental, a escolha correta dos caracteres e
épocas de avaliacéo.

A populacdo segregante é formada de milhares de plantulas, as quais
serdo posteriormente submetidas a selecdo. O numero de plantulas (ou
seedlings) varia de acordo com o programa, e depende de fatores técnicos e
econdmicos.

A selecéo de familias pode ser adotada, quando os caracteres de selecéo
sdo de baixa herdabilidade, como a selecao para produtividade de cana e agucar.
Este procedimento consiste em selecionar as melhores e rejeitar as piores
familias, visto que a selecdo, em familias com valores genotipicos superiores,

tende a ser mais efetiva para indicar maior propor¢céao de genaotipos promissores.
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A identificacdo de familias capazes de produzir genotipos superiores €
altamente desejavel para o desenvolvimento de novas variedades de cana-de-
acucar, especialmente, quando se considera, para a sua liberagdo, um periodo
relativamente longo.,.

Em vista disso, este trabalho teve como objetivo avaliar 68 familias de
irmaos-completos e plantas dentro de familias na primeira fase de sele¢éo (T1) do
Programa de Melhoramento Genético da RIDESA/UFRRJ, visando a selecédo de
plantas superiores para a fase seguinte de melhoramento da cultura (T2); obter
informacgdes acerca do uso do BLUP na predicéo de valores genéticos e selecao
de individuos; estudar a diversidade genética das progénies envolvidas, via
marcadores ISSR, como forma de incrementar a variabilidade genética do
programa de melhoramento; obter estimativas de parametros genéticos das
principais caracteristicas avaliadas no programa e estimar o ganho genético
esperado utilizando-se indices de selecéo.

Em funcéo dos resultados obtidos, p6de-se concluir que:

- Todas as caracteristicas avaliadas (diametro, n® colmos, peso, Brix PE
e Brix PT) foram significativas para genotipos pelo teste F (P<0,01),
demonstrando haver diferencas significativas entre os genotipos.

- Os parametros genéticos referentes ao presente estudo indicam grandes
possibilidades de sucesso neste programa de melhoramento visando a selecdo
das caracteristicas avaliadas.

- Os maiores ganhos genéticos foram preditos quando utilizados os
indices de Smith e Hazel e Mulamba e Mock, os quais permitiram ganhos
simultaneos superiores em todas as caracteristicas avaliadas.

- A selecdo das familias com valores genotipicos acima da média
experimental possibilitou ganhos significativos para as caracteristicas Brix PE e
PT. Sendo que as quatro melhores familias para essas caracteristicas foram: a
familia 20 (RB 945961 X RB 957751), a 60 (RB 855463 X SP 83-2847), a 47 (L
60-14 X SP 80-3280) e a 61 (RB 835486 X RB 955970).

- A andlise de variabilidade genética, via marcadores moleculares ISSR,
demonstrou uma significativa variabilidade genética na populagdo, para

continuacao do programa de melhoramento, devido a segregacao dos individuos.
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