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RESUMO 

 

COSTA, Paulo Mafra de Almeida, M. Sc., Universidade Federal de Viçosa, julho de 

2011. Uso de marcadores microssatélites na confirmação de autofecundação em 

cana-de-açúcar. Orientador: Márcio Henrique Pereira Barbosa. Coorientadores: 

Sérgio Yoshimitsu Motoike e Leonardo Lopes Bhering. 

 

Indivíduos endógamos superiores selecionados em famílias S1 podem integrar um 

programa de seleção recorrente recíproca em cana-de-açúcar, eliminando a carga 

genética da população e explorando combinações híbridas superiores. A 

identificação confiável dos indivíduos verdadeiramente provenientes de 

autofecundação nas populações S1 pode ser realizada por meio de marcadores 

moleculares. O objetivo desse estudo foi empregar marcadores microssatélites na 

confirmação de progênies resultantes de autofecundação em cana-de-açúcar. Oito 

locos selecionados produziram 62 alelos em oito cultivares testadas, com número de 

alelos por marcador variando de 6 a 15 e média de 7 alelos por loco. Três locos 

foram altamente informativos e utilizados no acesso dos níveis de autofecundação 

em cinco famílias S1. As proporções de autofecundação encontradas variaram de 20 a 

58,1%, embora acredita-se que haja uma subestimação dos valores, devido ao 

número de amostras eliminadas da análise final. Os locos microssatélites possibilitam 

uma identificação confiável de indivíduos S1 em cruzamentos de cana-de-açúcar e 

podem ser empregados em estratégias de seleção em um programa de melhoramento 

de cana-de-açúcar.  
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ABSTRACT 

 

COSTA, Paulo Mafra de Almeida, M. Sc., Universidade Federal de Viçosa, July 

2011. Microsatellites DNA markers for the confirmation of selfing in sugarcane. 

Adviser: Márcio Henrique Pereira Barbosa. Co-advisers: Sérgio Yoshimitsu Motoike 

and Leonardo Lopes Bhering.  

 

Superior inbred clones selected in S1 families can integrate a reciprocal recurrent 

selection program of sugarcane by eliminating the genetic load of the population and 

explorating superior hybrid combinations. Molecular markers can be used for reliable 

identification of true selfing-derived clones in S1 populations. The objective of this 

study was to confirm true selfs in sugarcane families using microsatellite markers. 

The eight SSR primers chosen generated a total of 62 polymorphic markers, with the 

number of alleles recorded per SSR marker across the 8 cultivars tested ranged 

between 6 and 15 with an average of 7. Three loci were found to reveal highly 

informative bands and were used to assess the level of selfing in five S1 families. 

Levels ranged from 20 to 58,1 % which would be as a result of subestimated values 

due to a limited number of samples in the final analysis. The SSR loci provide a 

reliable and accurate identification of S1 progenies in sugarcane crossings and can be 

used as a tool to assist selection strategies in sugarcane breeding programs.  
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

A cana-de-açúcar consolidou-se como matéria-prima de destaque no 

agronegócio brasileiro. O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-açúcar, de 

açúcar e o segundo maior produtor de etanol. Atualmente, a cana e seus derivados 

são a segunda principal fonte de energia primária da matriz energética nacional - 

cerca de 18% da energia consumida no país provém de derivados da cana-de-açúcar 

– e o setor gerou US$ 28 bilhões de PIB e 1,28 milhões de postos de trabalho formais 

em 2010 (UNICA, 2011a). A área de cana-de-açúcar cultivada na safra 2011/2012 

está estimada em 8,442 milhões de hectares, com previsão de 641,982 milhões de 

toneladas de cana moída, sendo 48,11% e 51,88% do total destinados à produção de 

açúcar e etanol, respectivamente (BRASIL, 2011).  

Dentre os fatores que impulsionaram o setor sucroalcooleiro nas últimas 

décadas o desenvolvimento de cultivares através do melhoramento genético assume 

reconhecidamente um papel de destaque. Nos últimos 35 anos, a produtividade da 

cultura aumentou em mais de 30 ton.ha
-1

 (incremento de 66%) e de açúcar produzido 

por tonelada de cana em 2% anuais (incremento de 135%) (Barbosa e Silveira, 2010; 

UNICA, 2011b). A cultivar é a tecnologia de maior importância para aumento da 

produtividade de cana-de-açúcar e melhoria na qualidade da matéria prima.  

Do ponto de vista botânico, a cana-de-açúcar (Saccharum spp.) é uma planta 

semi-perene pertencente à família Poaceae e gênero Saccharum. As cultivares 

comerciais são híbridos complexos interespecíficos, aneuplóides (o número total de 

cromossomos não é múltiplo do número base de cromossomos) e poliplóides (mais 

de dois cromossomos dentro de uma mesma classe de homologia) com 2n=8x-

10x=100-130 cromossomos, dependendo da espécie e/ou variedade. São oriundos de 

cruzamentos entre duas das seis espécies conhecidas: S. officinarum (2n=8x=80) 
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contribuindo com o alto teor de açúcar e S. spontaneum (2n=5x a 16x=40 a 128), 

responsável pelo vigor vegetativo e resistência aos estresses bióticos e abióticos, 

seguidos de retrocruzamentos usando S. officinarum como parental recorrente 

(D’Hont et al., 1998; Piperidis et al., 2010).  

Dentre os métodos de hibridação da cana-de-açúcar os mais usados são o 

policruzamento, que consiste em reunir grande número de genitores para que eles se 

intercruzem; e o cruzamento simples (biparentais), em que os genitores masculinos e 

femininos são conhecidos (Heinz and Tew, 1987). As inflorescências da cana-de-

açúcar (panículas) são compostas por flores completas, as quais apresentam 

diferentes níveis de viabilidade polínica. Os genitores são classificados como macho, 

fêmea ou intermediário de maneira subjetiva com base na viabilidade polínica 

determinada por métodos de coloração dos grãos de pólen e as classes sexuais variam 

de acordo com taxas determinadas pelos programas de melhoramento (McIntyre e 

Jackson 2001).  

No Brasil, emprega-se a coloração com lugol e a determinação do sexo é feita 

visualmente. Geralmente, os clones que participam dos cruzamentos como genitor 

feminino podem ser emasculados por meio de tratamento com água na temperatura 

de 50 °C por 4,5 minutos. Contudo, o tratamento não garante total emasculação do 

genitor feminino, além de prejudicar a viabilidade das sementes resultantes do 

cruzamento (Manigbas e Villegas, 2004; Machado et al. 1996). Sendo assim, em 

cruzamentos de cana-de-açúcar envolvendo parental feminino que produz pólen 

viável é possível a ocorrência de autofecundação. Hogarth (1980) estudou o efeito da 

autofecundação acidental em um dialelo completo com cinco genitores por meio da 

avaliação visual do vigor das plantas, determinando taxas de 0 a 80% de 

autofecundação variando de acordo com os genitores empregados e a direção do 
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cuzamento. McIntyre e Jackson (2001) encontraram taxas variando de 0 a 17,6% em 

oito cruzamentos através de análise molecular com marcadores RAPD. Tew e Pan 

(2010) avaliaram sete policruzamentos e determinaram taxas de 0 a 45% de 

autofecundação por meio de análise de marcadores microssatélites. 

A depressão por endogamia causada pela autofecundação em cana-de-açúcar 

afeta de maneira geral a fertilidade do pólen, germinação de sementes e componentes 

de produção (Ferreira et al., 2005; Silva e Gonçalves, 2011). Stevenson (1965) 

apresenta uma revisão de trabalhos pioneiros no desenvolvimento de linhagens 

endogâmicas em cana-de-açúcar em Barbados e nos Estados Unidos, relatando que 

existe uma variância interespecífica quanto à perda de vigor decorrente da 

endogamia. Variedades geneticamente próximas à espécie S. spontaneum apresentam 

menor depressão no vigor do que variedades relacionadas à S. officinarum. Em certos 

casos, populações resultantes de autofecundação de híbridos interespecíficos não 

apresentam perda de vigor, comportando-se como espécies selvagens (S. 

spontaneum) aparentadas. Além disso, a endogamia afeta os vários componentes de 

produção de maneira diferenciada. 

Ethirajan et al. (1978) avaliaram progênies S1, S2 e S3 de seis variedades na 

Índia e encontraram segregantes significativamente superiores aos genitores quanto à 

produtividade e teor de açúcar, indicando a viabilidade do emprego de clones 

endogâmicos como fonte de alelos favoráveis para o melhoramento dos caracteres 

estudados, pois a endogamia contribui para a eliminação de alelos indesejáveis e 

fixação de alelos desejáveis. Cassalett et al. (1996) estudaram a autofecundação em 

29 variedades na Colômbia. Os caracteres teor de açúcar e resistência a doenças 

apresentaram ampla segregação na progênie, indicando a utilidade deste sistema de 

cruzamento no melhoramento. Adicionalmente, caracteres favoráveis eventualmente 
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mascarados pela condição de ploidia em determinados genótipos podem se expressar 

em função da autofecundação, assim como os alelos que não se expressam devido à 

dominância (Ferreira et al., 2005). 

A depressão por endogamia não é significativa para alguns caracteres como 

brix (teor de sólidos solúveis) e tonelada de colmos por hectare (TCH). Por outro 

lado, indivíduos endogâmicos tendem a apresentar baixa germinação de sementes, 

menor altura, peso e diâmetro de colmos em comparação com indivíduos resultantes 

de fecundação cruzada (Hogarth, 1980; Machado et al., 1996; Ferreira et al., 2005; 

Silva e Gonçalves, 2011). A depressão tende a ser maior em relação a caracteres 

onde a proporção de locos em heterozigose é maior. No entanto, é possível selecionar 

indivíduos endogâmicos promissores para todos os caracteres agronômicos estudados 

em cana-de-açúcar, principalmente brix e número de colmos, pois há também efeito 

dos genitores envolvidos nos cruzamentos na magnitude da depressão. Clones que 

possuem alta frequência de alelos favoráveis tendem a derivar clones endogâmicos 

com melhor desempenho e estes podem ser empregados como genitores no processo 

de seleção recorrente recíproca ou para produzir vigor híbrido em cruzamentos 

(Ferreira et al., 2005; Silva e Gonçalves, 2011). 

Neste contexto, a seleção recorrente recíproca individual (SRRI), empregada 

no melhoramento de caracteres que apresentam considerável heterose, torna-se 

estratégia útil para a cultura da cana-de-açúcar. A SRRI, conforme proposto por 

Resende e Barbosa (2005), envolve apenas um indivíduo de cada população, os quais 

devem resultar em cruzamento com alto valor genotípico total e também alta 

capacidade específica de combinação (CEC). Esses indivíduos que originam o 

cruzamento superior são autofecundados, produzindo duas populações endogâmicas 

(S1), nas quais são selecionados indivíduos superiores para integrar um programa de 
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seleção recorrente recíproca. A SRRI usando S1 é indicada para o melhoramento da 

cana-de-açúcar, pois visa explorar o máximo da CEC a partir da identificação prévia 

da melhor combinação híbrida por meio dos experimentos de avaliação de famílias. 

O emprego de indivíduos endógamos selecionados em famílias S1 visa eliminar a 

carga genética da população e explorar por mais um ciclo a combinação híbrida 

superior identificada previamente (Barbosa e Silveira, 2010).  

Para que o procedimento da SRRI seja realizado com eficiência, torna-se 

necessário o emprego de métodos mais apurados na identificação dos indivíduos 

verdadeiramente provenientes de autofecundação nas populações S1, uma vez que tal 

objetivo não é alcançado pela simples avaliação fenotípica nas populações. 

A confirmação de autofecundação em populações S1 pode ser realizada por 

meio de marcadores moleculares em estágios iniciais de desenvolvimento das 

progênies. Dentre os marcadores atualmente utilizados, os microssatélites são 

indicados para este tipo de análise. Um marcador molecular é uma região do genoma 

(loco) de um dado organismo que apresenta variabilidade na sua composição de 

bases do DNA. Essa variabilidade, ou polimorfismo, gera uma diversidade de marcas 

que podem ser visualizadas e utilizadas para distinguir indivíduos da mesma espécie 

(Matsuoka, Garcia e Calheiros, 2009).  

Os marcadores microssatélites ou SSR (do inglês Simple Sequence Repeats) 

são sequências simples de nucleotídeos (em número de 1 a 6) repetidos em tandem 

(em linha). As sequências de DNA que flanqueiam os microssatélites são 

conservadas entre indivíduos de uma mesma espécie, permitindo seleção de 

oligonucleotídeos iniciadores (primers) específicos que amplificam fragmentos 

contendo DNA repetitivo em todos os genótipos pela técnica de Reação em Cadeia 

da Polimerase (PCR) (Borém e Caixeta, 2009). Cada microssatélite constitui um loco 
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genético multialélico, isto é, diferentes fragmentos são amplificados pelo mesmo 

iniciador e correspondem a diferentes formas alélicas deste loco no genoma. Além 

disso, são altamente variáveis entre os indivíduos, possuindo grande conteúdo 

informativo. Os microssatélites apresentam grande valor no estudo de muitas 

espécies de plantas atribuído à sua natureza multialélica, herança codominante, 

facilidade de detecção pela PCR, abundância relativa e cobertura extensiva do 

genoma (Oliveira et al., 2006). O elevado custo para desenvolvimento de 

microssatélites constitui o maior entrave para seu emprego em análises moleculares. 

Porém, uma vez desenvolvidos, podem ser reproduzidos por diferentes laboratórios. 

Os microssatélites atendem aos principais requisitos necessários para utilização na 

identificação de cultivar: 1) máxima variação entre cultivares, 2) mínima variação 

dentro de um cultivar, 3) estabilidade ambiental e 4) reprodutibilidade experimental 

(Weising et al., 2005). 

Estudos apontaram a viabilidade dos marcadores SSR para genotipagem 

molecular de cultivares e avaliação da variabilidade genética de cana-de-açúcar, 

indicando dezenas de marcadores polimórficos e úteis em estudos moleculares 

(Cordeiro et al., 2000; Cordeiro et al., 2003; Pan et al. 2003; Pan, 2006). Maccheroni 

et al. (2009) desenvolveram um sistema de impressão digital genética 

(fingerprinting) baseado em marcadores microssatélites, cujo emprego de três locos 

foi capaz de diferenciar 1.205 genótipos de cana-de-açúcar. Tew e Pan (2010) 

utilizaram sete marcadores microssatélites altamente polimórficos para análise de 

paternidade em sete policruzamentos de cana-de-açúcar. Por meio destes marcadores 

foram gerados 51 alelos polimórficos, os quais permitiram a identificação de 

paternidade de 79 a 99% das progênies obtidas.  
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Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi empregar análise molecular 

de locos microssatélites para a confirmação de indivíduos S1 provenientes de 

autofecundações de variedades de cana-de-açúcar, com vistas à utilização destes 

indivíduos endogâmicos em um esquema de seleção recorrente recíproca individual. 



8 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Material Vegetal 

 

As autofecundações (selfing) foram realizadas na Estação de Cruzamentos da 

Serra do Ouro, Murici/AL, de acordo com os procedimentos rotineiros do Programa 

de Melhoramento Genético da Cana-de-Açúcar da Rede Interuniversitária para o 

Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro (PMGCA/RIDESA). As panículas foram 

isoladas por meio de campânulas com objetivo de evitar a contaminação por pólen de 

outras cultivares. As sementes foram enviadas para o Centro de Pesquisa e 

Melhoramento da Cana-de-Açúcar – CECA/ Oratórios – MG e germinadas também 

de acordo com os procedimentos de rotina do PMGCA. Foram avaliadas cinco 

famílias, as quais são indivíduos S1 (selfs) putativos resultantes da autofecundação 

das cinco cultivares: 1) RB867515; 2) RB928064; 3) RB865230; 4) RB855536; 5) 

RB855156. Cada cruzamento gerou 168 plântulas, as quais foram cultivadas em 

campo em sete blocos compostos por parcelas de dois sulcos com 24 plantas. De 

cada cruzamento foram amostradas 55 plantas para extração de DNA, à exceção da 

família S1 da cultivar RB855156, em que a amostra foi constituída por 30 indivíduos. 

As amostras de tecidos foliares foram coletadas de plantas adultas (12-16 

meses) por meio da retirada de lâmina foliar de aproximadamente 8 cm
2
 das folhas 

mais tenras situadas na ponteira (cartucho) da planta. Em seguida, foram 

acondicionadas em microtubo de 1,5 mL do tipo eppendorf, mergulhadas em 

nitrogênio líquido e transportadas até o laboratório em botijão criogênico. As 

amostras não utilizadas imediatamente permaneceram armazenadas a -75 °C em 

ultrafreezer. 
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Extração de DNA e Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

 

As análises moleculares foram realizadas no Laboratório de Biotecnologia e 

Melhoramento Vegetal/DFT da Universidade Federal de Viçosa, Viçosa/MG. Para 

extração de DNA genômico dos indivíduos das famílias 1 e 2 empregou-se protocolo 

do CTAB (brometo de cetiltrimetilamônio) descrito por Doyle e Doyle (1990) com 

modificações (Lanes  et al., 2009). Aproximadamente 200 mg de tecido foliar foram 

mascerados em nitrogênio líquido em cadinhos de porcelana e transferidos para  

tubos de microcentrífuga de 1,5 mL, adicionando-se 800 µL de tampão de extração 

pré-aquecido a 65 °C (NaCl 1,4 M; Tris-HCl 110 mM, pH 8,0; EDTA 55 mM; 

CTAB 2,8%) e 80 µL de SDS 20% (dodecil sulfato de sódio). Incubaram-se as 

amostras a 65ºC por 60 minutos, invertendo os tubos suavemente a cada 10 minutos. 

Após a incubação, as amostras foram deixadas a temperatura ambiente por 5 

minutos. Em seguida, adicionaram-se às amostras 450 µL de clorofórmio-álcool 

isoamílico (24:1 v/v) para a desproteinização. Os tubos foram invertidos, 

cuidadosamente, por 10 minutos e depois centrifugados a 13.000 rpm para separação 

das fases. O sobrenadante (aproximadamente 650 µL) de cada amostra foi transferido 

para novo tubo de 1,5 mL e repetiu-se o procedimento de desproteinização. Após 

nova centrifugação (8 minutos, 13.000 rpm), o sobrenadante de cada amostra foi 

transferido para tubos de 1,5 mL para a precipitação do DNA, adicionando-se 700 

µL de isopropanol gelado (mantido a -20 °C). Os tubos foram mantidos a -20 °C por 

2 horas e em seguida centrifugados a 13.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi 

descartado e o precipitado foi lavado duas vezes com 300 µL etanol 70% (v/v) e seco 

em temperatura ambiente por aproximadamente 60 minutos. As amostras foram 

incubadas a 65 °C por 10 minutos em 70 µL de TE 0,1X com RNase (1 mM Tris-
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HCl pH 8; 5 mM EDTA, RNase 40 ng.µL
-1

) para digestão do RNA contaminante e 

ressuspensão do DNA. O DNA isolado foi armazenado a -20 °C até sua utilização. 

O DNA genômico dos indivíduos das famílias 3, 4 e 5 foi extraído por meio 

do kit comercial DNeasy Plant Mini Kit da Qiagen® de acordo com o protocolo 

fornecido pelo fabricante. 

A quantificação do DNA extraído foi determinada pelo valor da absorbância 

de 260 nm medida em espectrofotômetro (Shimadzu®, Japão). A integridade das 

moléculas de DNA foi avaliada por eletroforese (90 V) em gel de agorose 0,8% (p/v) 

utilizando solução tampão TAE 1x (Tris-base 0,04 M; ácido acético glacial 0,114%; 

EDTA 1 mM, pH 8,0) corado com brometo de etídio e visualizado e fotografado em 

ultravioleta utilizando fotodocumentador L-PIX ST (Loccus Biotecnologia, Brasil). 

Para obter o “DNA de trabalho” as amostras tiveram suas concentrações 

padronizadas em 12 ng.µL-1, através de diluições em tampão TE. 

As sequências (Forward e Reverse) dos oligonucleotídeos iniciadores 

(primers) de microssatélites foram obtidas de Pan (2006) e Maccheroni et al. (2009) 

e pré-selecionados de acordo com o conteúdo informativo de polimorfismo. Um total 

de 24 primers foram pré-selecionados e testados na genotipagem de oito ciltivares 

comerciais de cana-de-açúcar para escolha dos melhores primers: 1) RB867515, 2) 

RB928064, 3) RB865230, 4) RB855536, 5) RB855156, 6) RB739359, 7) SP80-1816 

e 8) RB925345. 

As reações de PCR foram conduzidas em placas de 96 poços (PCR-96-MB-C 

- 0,2 mL – Axygen Scientific) em um volume de 20 µL contendo: 48 ng de DNA 

genômico, 4 µL de 5x Colorless GoTaq® Flexi Buffer (Promega®), 2 µL de MgCl2 

a 25mM (Promega®), 0,8 µL de dNTPs mix a 10mM (Promega®, USA, cat. N° 

U1515), 2 µL de cada primer (Forward  e Reverse) a 2 µM , 1 unidade de GoTaq® 
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Flexi DNA Polimerase (Promega®, USA, cat. N° M8295) e água Milli-Q 

autoclavada para completar volume final de 20 µL. As condições do programa de 

PCR foram ajustadas com modificações na temperatura de anelamento baseadas na 

melting temperature (Tm) fornecida pelo fabricante dos oligonucleotídeos. O menor 

valor de Tm de cada par de primer foi testado com variação de mais ou menos 2 °C 

em relação à menor Tm, as exceção dos primers desenvolvidos por Maccheroni et al. 

(2009), testados de acordo com a temperatura publicada. Os ciclos foram realizados 

em termociclador Veriti® 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems, modelo n° 

9902) nas seguintes condições: uma desnaturação inicial a 94 ºC por 5 minutos, 37 

ciclos compostos por uma desnaturação a 94 ºC por 40 segundos, anelamento à 

temperatura de cada par de primers por 40 segundos e extensão a 72  ºC por 40 

segundos. Por fim, realizou-se uma extensão final de 72 ºC por 2 minutos. Aos 

produtos da reação de PCR foram adicionados 8,0 µL de tampão de corrida (loading 

buffer) composto por (formamida 98%; EDTA 10 mM, pH 8,0; xylene cyanol 1 

mg/mL e bromophenol blue 1 mg/mL)  e  em seguida desnaturados a 95 ºC por 5 

minutos em termociclador. 

 

Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (PAGE) 

 

 Os produtos de amplificação de SSR foram separados em gel de 

poliacrilamida 6,0% (acrilamida/bis–acrilamida 19:1, Bio-Rad® cat. N° 161-0144; 

7,5M de uréia; TBE 5,0X), utilizando-se o sistema eletroforético “Sequi-Gen GT” 

(Bio-Rad® cat. N° 165-3862) em solução tampão TBE 1X (Tris-base 0,09 M; ácido 

bórico 0,09 M e 2 mM EDTA, pH 8,0). As placas usadas na montagem do gel foram 

cuidadosamente limpas, empregando etanol 70% (procedimento repetido por três 
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vezes). Na placa maior, onde o gel deve ser aderido, foi aplicado 1,1 mL de solução 

contendo 95% de etanol absoluto, 0,5% de ácido acético e 2,2 µL de PlusOne Bind-

silane® (Amersham Biosciences cat. N°17-1330-01). Esta solução foi aplicada na 

superfície da placa e deixada secar por 10 minutos, após este tempo, o excesso foi 

retirado com etanol absoluto 70%. A placa menor foi cuidadosamente limpa 

utilizando o mesmo procedimento anterior descrito, contudo, nesta foi aplicado 

Sigmacote® (Sigma, cat. N° SL2), substância hidrofóbica que tem como objetivo 

evitar que o gel venha a se aderir nesta placa na etapa de desmontagem, logo após a 

eletroforese. Após dez minutos de secagem, o excesso foi retirado com etanol 

absoluto 70%.  

No preparo do gel foram empregados 70 mL da solução estoque de bis-

acrilamida 6%, adicionando no momento do preparo do gel 40 µL de TEMED® 

(N,N,N´,N´-Tetrametiletilenodiamino, Sigma, cat. N° T9281) e 250 µL de persulfato 

de amônio 10% e deixando polimerizar por duas horas. Anterior à aplicação das 

amostras, procedeu-se uma pré-corrida de 45 minutos a 90 W, com corrente limitada 

a 1750 V e 80 mA em fonte de eletroforese (Bio-rad® PowerPac™ HV Power 

Supply modelo n° 164-5056). Antes e após a pré-corrida a canaleta foi limpa com o 

auxílio de uma seringa, onde posteriormente, ajustou-se o pente de 49 canaletas (Bio-

Rad®, cat. N° 165-3812) para direcionar a aplicação das amostras. A eletroforese foi 

conduzida sob voltagem constante de 60 Watts, 1750 V e 60 mA e temperatura de 50 

ºC por aproximadamente 2 horas, de acordo com o tamanho do fragmento 

amplificado.  

Para a coloração do gel, empregou-se o método de coloração com nitrato de 

prata (Brito et al., 2010) modificado. Após a eletroforese, a placa contendo o gel foi 

imersa em solução fixadora (etanol absoluto 1% e ácido acético 1%, mantido sob 
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agitação lenta por 10 minutos. Em seguida, o gel foi lavado com 2L de água destilada 

sob agitação por 1 minuto. O pré-tratamento foi realizado pela imersão do gel em 

solução contendo ácido nítrico 1% por 3 minutos. Efetuou-se mais uma lavagem 

utilizando 2L de água destilada por 1 minuto, sob agitação. O gel foi corado com 

solução de nitrato de prata (AgNO3 0,2%) por 20 minutos, e em  seguida efetuaram-

se duas lavagens de 30 segundos cada com água destilada, sob agitação. 

Posteriormente, aplicou-se 800 mL de solução reveladora composta por carbonato de 

sódio (Na2CO3 2,5%) e formaldeído (0,01%) e o gel foi mantido sob agitação até que 

as primeiras bandas pudessem ser visualizadas. Esta solução foi descartada e 

adicionada ao processo o restante da solução reveladora (1200 mL). O gel foi corado 

até apresentar padrão de coloração aceitável para avaliação dos fragmentos. 

Finalmente, efetuou-se a imersão do gel em 2L de solução bloqueadora (ácido 

acético) por 5 minutos, sob lenta agitação, seguido de lavagem em 2L de água 

destilada por 1 minuto. O gel corado foi mantido em local arejado para a secagem e 

posterior análise dos fragmentos de DNA amplificados e fotodocumentação em 

scanner HP scanjet G4050. 

 

Análise do polimorfismo 

 

Em cana-de-açúcar, a análise e interpretação do padrão eletroforético gerado 

por um marcador microssatélite é feita pela ausência ou presença de bandas 

individuais, as quais são consideradas como marcas dominantes. Os alelos foram 

identificados por inspeção visual e o tamanho dos fragmentos estimado por 

comparação com o padrão de peso molecular de 25 pares de bases (Promega®). As 

várias bandas amplificadas são representadas por seus tamanhos em pares de base, 
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atribuindo-se a cada genótipo analisado a presença ou ausência daquele fragmento 

(Figura 1). Tais marcas são lidas nos perfis dos indivíduos da progênie e comparadas 

aos parentais. A presença de alelos (fragmentos) na progênie que não estejam 

presentes no genitor é indicativa de contaminação por pólen estranho ou mistura de 

sementes, classificando o indivíduo como contaminante (Tew e Pan, 2010). Um loco 

microssatélite é interpretado como marcador em dose simples (MDS). Sua 

segregação equivale a um alelo simples ou no estado de heterozigoto nos gametas: 

metade dos gametas contém o DNA de um fragmento e a outra metade não. Estes 

tipos de gametas podem ser visualizados na progênie de um determinado 

cruzamento, onde tal fragmento está presente em um parental e ausente no outro (Wu 

et al., 1992; Oliveira, 2006). 
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Figura 1 - Imagem de gel de poliacrilamida 6%, corado com nitrato de 

prata, contendo produtos de amplificação do loco microssatélite 

SMC569CS de oito cultivares de cana-de-açúcar. Cada banda é tratada 

como uma marca individual, ou seja, o loco em questão gerou 6 alelos 

com tamanhos de 166, 163, 161, 157, 154 e 150 pares de base. M: 

marcador de peso molecular 25 bp (Promega®).   
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RESULTADOS 

Seleção de marcadores SSR 

Do total de primers pré-selecionados, oito foram selecionados por 

apresentarem amplificação satisfatória pela PCR e facilidade de avaliação das bandas 

(Tabela 1). Os demais apresentaram amplificações inespecíficas, fracas ou difusas, 

além de alelos falsos (bandas stutter – resultantes do escorregamento da Taq DNA 

polimerase durante a amplificação dos microssatélites), dificultando a leitura dos 

alelos verdadeiros (Figura 2). 

 

 

            Figura 2 - Imagem de gel de poliacrilamida 6% corado com 

nitrato de prata contendo produtos de amplificação dos 

locos microssatélites SMC751CL e mSSCIR3 em oito 

genótipos de cana-de-açúcar. Setas horinzontais 

representam alelos falsos denominados stutter e setas 

verticais representam bandas difusas. 
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Tabela 1 – Marcadores microssatélites selecionados em cana-de-açúcar: nome, unidade 

repetitiva, tamanho do amplicon e sequências.  

SSR 
Unidade de 

repetição 

Amplicon Sequência Forward (5' – 3') 

esperado 

(bp) 
Sequência Reverse (5' – 3') 

SMC24DUQ
1 (TG)13 125-149 CGC AAC GAC ATA TAC ACT TCG G 

   
CGA CAT CAC GGA GCA ATC AGT 

SMC31CUQ
1
 

(TC)10 

(AC)22 
138-234 CAT GCC AAC TTC CAA TAC AGA CT 

   
AGT GCC AAT CCA TCT CAG AGA 

SMC336BS
1
 

(TG)23 

(AG)19 
141-239 ATT CTA GTG CCA ATC CAT CTC A 

   
CAT GCC AAC TTC CAA ACA GAC 

SMC569CS
1
 (TG)37 167-237 GCG ATG GTT CCT ATG CAA CTT 

   
TTC GTG GCT GAG ATT CAC ACT A 

SMC22DUQ
1
 

(CAG)5C 

(AGG)5 
147-163 CCA TTC GAC GAA AGC GTC CT 

   
CAA GCG TTG TGC TGC CGA GT 

CV 29
2 (ATCT)14 85-151 TCG CGT CCA CCA ATG TAA CC 

   
GCG TGC ATC GCT TGT GTC TT 

CV 37
2
 (TTTC)15 114-171 GGA TGG ACG ACG TGT CCT GG 

   
ATA AAG TGG CCG CTT GGA TTG A 

CV 38
2
 (CTTTT)18 93-214 GAA GCA GGG GCC TCA AGT TG 

   
GTC AAA CAG GCG ATC TGG CTC 

1
Pan (2006) 

2
Maccheroni et al. (2009) 

 

 

 

 

 

 

 



18 

 

Os locos CV29, CV37 e CV38 apresentaram amplificações fortes e maior 

número de alelos (Tabela 2). O conjunto de primers selecionados possibilitou a 

obtenção de 72 fragmentos (alelos). Destes, 10 foram monomórficos e amplificados 

em todas as variedades testadas, resultando em 62 alelos úteis para genotipagem dos 

oito cultivares. 

 

 

Tabela 2 – Caracterização do conjunto de alelos gerados pelos oito locos de 

microssatélites amplificados em oito genótipos de cana-de-açúcar. 

* Representa bandas monomórficas encontradas no conjunto de genótipos avaliados 

 

Marcador SSR 

 

SMC24DUQ SMC31CUQ SMC336BS SMC569CS SMC22DUQ CV29 CV37 CV38 

Alelos (pb) 

150 210 212 166 170 144 170 188 

142 179 191 163 168 139 168 185 

138 174 184 161 166 135 166 175 

136 172 178 157 164* 130* 162 173 

133* 170 176 154 162* 125 156 170 

131* 168 173 150 160 123 154 156 

129 166 

   

120 149 154 

     

115 146 152 

     

112 128 149 

     

107 125 144 

     

102 122* 123 

     

98 118* 122 

     

90 

 

118 

       

112 

       

108 

N° de alelos 7 7 6 6 6 13 12 15 
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Avaliação de progênies S1  

 

Os locos CV29, CV37 e CV38 foram utilizados para a confirmação de 

autofecundação nas famílias: 1) RB867515; 2) RB928064; 3) RB865230; 4) 

RB855536; 5) RB855156. Um total de 46 indivíduos foi utilizado para comparação 

do padrão de bandas com o padrão apresentado pelo genitor, e somente aqueles que 

apresentaram nitidez satisfatória que possibilitasse a inspeção visual das bandas 

foram considerados na análise, classificando os demais como amostras perdidas. Para 

se confirmar um indivíduo como self foi utilizado um par de locos de microssatélites. 

Assim, se apartir de um determinado loco um indivíduo qualquer é classificado como 

self, essa informação deve ser validada também no outro loco analisado. A Tabela 3 

apresenta as taxas de autofecundação encontradas no presente trabalho, expressas 

como porcentagem do total de indivíduos S1's em relação ao número de progênies 

avaliadas. 

 

Tabela 3 - Genitores avaliados por meio de locos microssatélites para confirmação 

de autofecundação.  

Família Sexo
1
 Locos avaliados % Autofecundação 

RB867515 I CV37 e CV38 83,3 

RB928064 F CV37 e CV38 89,3 

RB865230 I CV29 e CV37 91,3 

RB855536 M CV29 e CV38 97,6 

RB855156 F CV37 e CV38 71,7 

1
 Sexo determinado pela avaliação visual da viabilidade polínica na Estação de Cruzamentos 

da Serra do Ouro: I, intermediário; F, fêmea; M, macho.  
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DISCUSSÃO 

 

Seleção de marcadores SSR 

 

Vários fatores interferem na genotipagem baseada em marcadores 

microssatélites, como: o número de locos SSR, a classe do marcador (tipo de 

repetição nucleotídica) e as técnicas empregadas na detecção de marcas polimórficas, 

influenciando também no número médio de alelos encontrado.  

A qualidade de amplificação do loco foi o principal critério utilizado na 

seleção dos marcadores. Neste trabalho, de um total de 24 primers pré-selecionados, 

oito locos SSR (33%) produziram amplificações consistentes em gel de 

poliacrilamida. Patreze (2008) relaciona a taxa de sucesso de primers SSR com o 

tamanho do genoma da espécie. Em genomas de tamanho grande, como a cana-de-

açúcar (2C = 10.000 Mpb; D'Hont, 2005) a proporção de DNA alvo e não-alvo é 

reduzida; assim a taxa de sucesso do conjunto de primers SSR testados pode ser 

reduzida, assim como a possibilidade de ligação não-específica em regiões 

complementares a qualquer região de 20pb (tamanho médio de um oligonucleotídeo 

iniciador). Pan (2006) avaliou o potencial de 221 marcadores microssatélites 

genômicos (gSSR) para caracterização molecular de germoplasma de cana-de-

açúcar. Utilizando uma plataforma automatizada baseada em eletroforese capilar, 

apenas 67 primers (30 %) produziram amplificações consistentes.  

Os oito locos geraram um total de 72 alelos, sendo que 10 (13,8 %) foram 

monomórficos, produzindo fragmentos em todos os genótipos estudados (Tabela 2). 

Cordeiro et al. (2000) encontraram 9 % de fragmentos monomórficos em 100 locos 

de gSSRs desenvolvidos para cana-de-açúcar e testados em cinco cultivares, entre 
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elas duas ancestrais relacionadas a S. officinarum e S. spontaneum. Pan (2006) 

obteve 25 % de marcas monomórficas em 67 marcadores gSSR testados em cinco 

cultivares comerciais. Pinto et al. (2006) estimaram 17 % e 9 % de fragmentos 

monomórficos em 51 EST-SSRs e 50 locos de gSSR, respectivamente, testados em 

13 clones comerciais. Espera-se que um aumento no número de locos estudados 

propicie a obtenção de um maior número de marcas polimórficas; contudo, o tempo e 

custo para otimização das condições de amplificação para cada loco SSR deve ser 

levado em consideração.  

O grau de polimorfismo em cada loco varia de acordo com a população 

avaliada e o número de indivíduos caracterizados. O número menor de alelos 

encontrados era esperado uma vez que apenas oito locos se mostraram robustos e 

apenas oito genótipos foram incluídos no estudo. Estes genótipos apresentam um 

pedigree relacionado, com alguns deles compartilhando os mesmos genitores, como 

RB865230 e RB855536 ([SP70-1143 x RB72454]). 

Outro fator importante para obtenção de marcas úteis para avaliação 

molecular é a composição da unidade repetitiva do microssatélite.  Os  locos SSR di-

nucleotídeos embora tendem a apresentar maior número de alelos, são de difícil 

avaliação quanto à determinação dos alelos. Neste estudo, grande número de locos 

SSR apresentaram artefatos de amplificação, principalmente bandas stutter (Figura 

2). Essas amplificações são conjuntos de bandas separadas umas das outras por um 

ou dois pares de base, resultantes do escorregamento da DNA polimerase durante a 

PCR (slippage), geralmente caracterizadas por deleções de 2 pb na região repetida. 

Em análises automatizadas, tais bandas interferem na determinação de quais picos 

correspondem aos alelos verdadeiros, dificultando ainda mais a correta genotipagem 

quando se faz a avaliação visual de gel de poliacrilamida corado com nitrato de prata 
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(Weising et al., 2005). Algumas medidas poderiam ter sido utilizadas para se 

minimizar a ocorrência de artefatos, como a inclusão de formamida, albumina de 

soro bovino ou dimetil sulfóxido, redesenho do primer reverso, programação de PCR 

pelo uso da técnica do touchdown, porém tais medidas tornariam a análise onerosa 

para todos os locos pré-selecionados. 

Microssatélites compostos por repetições de tri-, tetra- e pentanucleotídeos 

são menos abundantes no genoma e geralmente exibem menor polimorfismo que 

repetições de mono- e di-nucleotídeos. Todavia, estão menos sujeitos à amplificação 

de bandas stutter. Os locos CV29, CV37 e CV38 produziram maior número médio 

de alelos por marcador (13,3) em relação aos locos SMC24DUQ, SMC31CUQ, 

SMC336BS, SMC569CS e SMC22DUQ (6,4). Pinto et al. (2006) relatam que, de 

maneira geral, não há uma grande diferença em relação ao polimorfismo entre gSSRs 

e EST-SSRs, apesar da tendência deste último apresentá-lo em menor grau. 

Neste estudo, os locos CV29, CV37 e CV38 são compostos por repetições de 

tetra-, tetra- e pentanucleotídeos, respectivamente, mas apresentaram maior nível de 

polimorfismo que as demais classes de microssatélites avaliadas (Tabela 2). Tais 

locos foram gerados a partir de sequências públicas denominadas ESTs (do inglês 

expressed sequence tags), correspondendo a regiões transcritas do genoma e 

potencialmente relacionadas a genes de interesse agronômico. Por estarem 

relacionados à regiões gênicas, estão menos sujeitos à pressão de seleção e mutações, 

pois tendem a se manter conservadas entre espécies ou mesmo gêneros, e alterações 

em suas estruturas poderiam acarretar em prejuízos adaptativos à espécie (Cordeiro 

et al. 2001; Pinto et al., 2006; Maccheroni et al., 2009). O alto nível de polimorfismo 

dos locos CV29, CV37 e CV38 encontrado neste estudo em relação aos demais pode 

ser explicado por duas razões: 1) a construção dos primers foi baseada em sequências 
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de EST de cana-de-açúcar geradas pelo projeto brasileiro SUCCEST e a mineração 

dos marcadores foi feita entre milhares de sequências, comparando-se a robustez e 

efetividade dos primes em dois sistemas de detecção, PAGE e sequenciamento 

automático; 2) os testes de 112 marcas putativas selecionou apenas 3 sequências 

úteis para genotipagem de 1.205 genótipos de cana-de-açúcar, entre eles clones de 

grande expressividade nacional. Dessa maneira, a análise automática simultânea à 

detecção visual, bem como a seleção de marcas polimórficas em um grande número 

de genótipos permite a obtenção de um bom nível de polimorfismo. 

A Figura 3 ilustra o perfil eletroforético dos locos microssatélites CV37 e 

CV38, mostrando o polimorfismo apresentado por esses locos entre oito genótipos 

avaliados.  
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Figura 3 – Imagem de gel de poliacrilamida 6%, corado com 

nitrato de prata, contendo produtos de amplificação dos locos 

microssatélites CV37 e CV38 de oito genótipos de cana-de-açúcar. 

A seta corresponde ao padrão de bandas do genótipo 1 com o 

tamanho dos seus respectivos alelos amplificados para o loco em 

questão indicado à esquerda. M: marcador de peso molecular de 25 

pb (Promega®). 1-RB867515, 2-RB928064, 3-RB865230, 4-

RB855536, 5-RB855156, 6-RB739359, 7-SP80-1816 e 8-

RB925345. 
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Avaliação de progênies S1 

 

Hibridização fluorescente in situ e genes rDNA indicaram que os 80 

cromossomos de S. officinarum se encontram organizados em 8 cópias homólogas, 

de um conjunto básico de 10 cromossomos diferentes (2n = 8x = 80), enquanto que 

os 40 a 128 cromossomos de S. spontaneum estão organizados em 5 a 16 cópias 

homólogas, com conjunto básico de 8 cromossomos diferentes (2n = 8x = 40-128) 

(D’Hont et al., 1998). No genoma dos cultivares modernos de cana-de-açúcar cada 

cromossomo de base está presente em dez a doze exemplares homólogos. Em média, 

um loco é representado por dez alelos (Waclawovsky et al., 2010).  

Os marcadores microssatélites têm herança codominante devido à capacidade 

de distinguir entre os homozigotos e heterozigotos para o loco em questão. Quando 

se trata de organismos poliplóides, a grande quantidade de fragmentos gerados, que 

podem representar os diferentes alelos do mesmo loco nos vários cromossomos 

homólogos envolvidos, dificulta a identificação dos genótipos (Oliveira, 2006) 

(Figura 3). 

Três locos microssatélites, CV29, CV37 e CV38 foram úteis para avaliação 

de indivíduos S1 de cana-de-açúcar, pois apresentaram padrão de bandas com maior 

nitidez e possibilitaram melhor dimensionamento dos alelos. A ocorrência de bandas 

nítidas e ausência de artefatos de amplificação são fatores essenciais para se avaliar a 

utilidade de marcas polimórficas para a determinação de parentesco ou confirmação 

de cruzamentos empregando-se um sistema de genotipagem baseado em eletroforese 

em gel de poliacrilamida (PAGE). Nesse estudo, empregou-se gel na concentração de 

6%, tendo se alcançado boa qualidade visual. Entretanto, alguns autores relatam o 

emprego de maiores concentrações de poliacrilamida para "dissolver" a 
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interferência de bandas inespecífcas e artefatos de amplificação (Cordeiro et al., 

2000; Manigbas e Villegas, 2004; Weising et el., 2005).  

Tendo em vista o caráter subjetivo da interpretação dos produtos de 

amplificação, muitas amostras foram excluídas das análises por apresentar bandas 

difusas e/ou falhas de amplificação (Tabela 3). As taxas de autofecundação 

(proporção de selfs confirmados em relação ao total de indivíduos avaliados) 

variaram de 20 a 58,1% entre as famílias amostradas, não havendo uma relação clara 

entre o número de progênies amostradas e a taxa de autofecundação (Tabela 3). 

Espera-se uma relação positiva entre o aumento de indivíduos amostrados em 

famílias S1 e a proporção de indivíduos endogâmicos encontrados. A existência de 

progênies "contaminantes" comprova a característica proporção de híbridos e selfs 

compondo populações F1 de cana-de-açúcar, devido à biologia floral da espécie.  

McIntyre e Jackson (2001) utilizaram amostras de 28 a 38 indivíduos em oito 

cruzamentos biparentais para se determinar o nível de autofecundação por meio de 

marcadores RAPD (3 ou 4 bandas específicas para cada cruzamento), obtendo taxas 

de 0 a 17,6% de autofecundação. Manigbas e Villegas (2004) relataram um número 

mínimo de 100 progênies para se avaliar com confiabilidade a proporção de híbridos 

em cruzamentos. Eles avaliaram quatro cruzamentos com 195, 240, 255 e 228 

progênies cada, obtendo uma proporção de 18%, 53%, 13% e 25% de 

autofecundações, respectivamente, por meio de um loco microssatélite com 17 

marcas polimóficas.  



27 

 

Figura 4 - Imagem de gel de poliacrilamida 6% corado com nitrato de prata contendo produtos de amplificação do loco microssatélite CV38. As 

duas primeiras canaletas representam o genitor RB867515 (G) e as demais os indivíduos S1 putativos resultantes de autofecundação. M: 

marcador de pelo molecular DNA ladder 100 pb (Invitrogen®);  

▲ : exemplos de falhas, bandas difusas ou artefatos de amplificação;  

 * : exemplos de indivíduos S1 confirmados;  

: exemplos de alelos contaminantes. 
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Por outro lado, Tew e Pan (2010) utilizaram amostras de 87 progênies em 

sete policruzamentos e encontraram taxas de 0 a 45 % de autofecundação por meio 

de sete locos microssatélites (51 alelos) detectados por meio de plataforma 

automatizada. Segundos esses autores, ao se empregar um maior número de 

marcadores aumenta-se a taxa de identificação do genitor masculino em 

policruzamentos de cana-de-açúcar, embora quanto maior o número de marcas 

presentes no genitor feminino, menor a probabilidade de se determinar a paternidade.  

O número de marcas geradas neste estudo possibilita o emprego dos três 

locos microssatélites para a avaliação das progênies S1 e o menor número de locos 

pode ser compensado por uma maior resolução na detecção dos alelos visualmente, 

bem como por sua maior proporção de bandas. De acordo com Bernatchez e 

Duchesne (2000), o número de alelos por loco e o número de locos disponíveis 

interagem simultaneamente para o aumento da acurácia na designação de parentesco 

em populações naturais. Todavia, não existem modelos estatístico-matemáticos 

preditivos para se determinar a combinação ótima. 

Quando se tem por objetivo a confirmação de indivíduos S1 provenientes de 

autofecundações de clones de cana-de-açúcar, com vistas à utilização destes 

indivíduos endogâmicos em um esquema de seleção recorrente recíproca individual, 

o uso dos locos CV29, CV37 e CV38 confere boa confiabilidade aos resultados. 

Embora muitos indivíduos foram desconsiderados na análise final, esta estratégia não 

discredencia a metodologia para o objetivo proposto. Uma vez selecionados clones 

S1 promissores com base no desempenho agronômico, estes podem ser analisados por 

meio dos locos microssatélites para comprovar sua origem por autofecundação.  

Um menor número de amostras permitiria a execução de duplicatas e 

triplicatas no sistema de genotipagem por eletroforese em gel de poliacrilamida, não 
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incluídas no presente trabalho devido à operacionalização da análise e aos objetivos 

previamente delineados.  
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CONCLUSÕES 

 

Oito locos microssatélites são recomendados para análise molecular de 

genótipos de cana-de-açúcar, sendo três deles (CV29, CV37, CV38) mais adequados 

para avaliação em um sistema de genotipagem baseado em géis de poliacrilamida.  

A avaliação molecular de locos microssatélites possibilita a confirmação de 

clones S1 com confiabilidade, permitindo o emprego dos indivíduos endogâmicos em 

um esquema de seleção recorrente recíproca individual. 
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