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RESUMO

Caracterizacdo de polimorfismos e assinaturas de selecdo em gendtipos de cana-de-
acucar (Saccharum spp.) através de genotipagem-por-sequenciamento

A cana-de-agUcar (Saccharum ssp.) € uma cultura valiosa na producéo de alimento, fibra e
energia para o Brasil e, especialmente, para o estado de S&o Paulo. Com o advento da
biotecnologia, alternativas de melhoramento genético tém despertado a atencdo da
comunidade cientifica, sendo etapas cruciais para tais avangos 0 sequenciamento e a
caracterizagdo do genoma das espécies cultivadas. Dada sua natureza poliploide, com
frequente aneuploidia, a cana-de-agucar apresenta dificuldades as praticas convencionais em
gendmica, de maneira que € vantajoso fazer uso de recursos de sequenciamento de nova
geracdo e de espécies proximas para elucidar de forma mais efetiva o0 genoma da graminea.
Uma contribuicdo interessante, nesse sentido, é a caracterizagdo funcional de polimorfismos
genéticos existentes entre gendtipos do género Saccharum, auxiliando investigacGes
relacionadas a gendmica de poliploides complexos, desenvolvendo um recurso a ser utilizado
futuramente por melhoristas. Esse trabalho realizou a caracterizacdo da variabilidade
gendmica a partir de dados genotipicos de individuos do Painel Brasileiro de Genotipos de
Cana-de-Acucar, obtidos via genotipagem-por-sequenciamento, utilizando como referéncia o
genoma ja sequenciado do sorgo. Os sitios variantes (sobretudo polimorfismos de nucleotideo
unico) foram detectados com o software FreeBayes e suas possiveis fungdes e posi¢oes foram
anotadas com o programa SnpEff. Utilizaram-se estatisticas de genética de populagdes, como
a frequéncia alélica para varias classes de polimorfimo, o Teste de McDonald & Kreitman
(busca de evidécias de evolucdo adaptativa) e a heterozigosidade combinada (busca de regides
genbmicas com assinatura de selecdo), de modo a identificar regides gendmicas
potencialmente envolvidas em eventos evolutivos. Os resultados demonstraram a perda de
variabilidade entre os gen6tipos melhorados em relagcdo aos ancestrais, com evidéncias de
assinaturas de selecdo, envolvendo questdes sensiveis ao funcionamento da maquinaria
celular (como respiracdo e fotossintese) e a caracteristicas valoradas para a cultura
(destacando-se a resisténcia a patdgenos e a biossintese da sacarose). Tais indicios fornecem
subsidios a compreensdo do genoma e ao melhoramento genético desse poliploide.

Palavras-chave: SNP; Poliploide; Assinaturas de selecdo; Genomica populacional;
Variabilidade genética



ABSTRACT

Characterization of polymorphisms and selection signatures in sugarcane genotypes
(Saccharum spp.) by genotyping-by-sequencing

Sugarcane (Saccharum ssp.) is a valuable crop for food, fiber and energy production in
Brazil, especially to the S&o Paulo State. With the advent of biotechnology, alternatives to
breeding have enticed attention of the scientific community, with genome sequencing and
characterization being crucial steps to these advances. Because sugarcane is polyploid, with
frequent aneuploidy, it presents difficulties to the application of standard practices in
genomics, such that it is advantageous to make use of next generation sequencing alternatives
and resources from related species to more effectively elucidate the genome of this grass.
Thus, an interesting contribution is the functional characterization of genetic polymorphisms
from the Saccharum genus, aiding investigations related to genomics of complex polyploids,
developing a resource to be used in the future by breeders. Our goal was to perform this
characterization with genotypic data from individuals of the Brazilian Panel of Sugarcane
Genotypes, obtained by genotyping-by-sequencing (GBS), using as reference the previously
sequenced sorghum genome. We called the variants (mainly single nucleotide
polymorphisms) with FreeBayes and annotated their functions and positions with SnpEff. We
used population genetics statistics, such as the allele frequency, the McDonald & Kreitman
Test and the pooled heterozygosity, to identify genomic regions potentially involved in
evolutionary events. The results showed a loss of variability between bred genotypes in
relation to the ancestors, with evidences of selective sweeps, involving regions related to the
cellular machinery (such as respiration and photosynthesis) and specific crop traits (especially
disease resistance and sucrose biosynthesis). These results support understanding of the
genome and breeding efforts in this polyploid grass.

Keywords: SNP; Polyploid; Selective sweeps; Population genomics; Genetic variability



1 INTRODUCAO

A atividade agropecuaria € estimada como existente desde cerca de 10.000 a.C.
Separadamente, espécies animais e vegetais tiveram sua reproducdo compreendida e
formaram-se criagdes e cultivos, permitindo o desenvolvimento do que se conheceria como
Revolucdo Agricola ainda no Neolitico, marcando o inicio de uma nova forma de relacéo
entre homem e ambiente. Consequentemente, 0 homem desenvolveu métodos empiricos
primitivos de selecdo de vegetais e animais, que, mais tarde aliados a cruzamentos
intencionais, deram origem ao que se chamaria de domesticacdo (MAZOYER & ROUDART,
2006).

Esse melhoramento genético inicial tornou-se um imponente aliado da sociedade em
obter alimentos, fibras e energia. As inovagoes agricolas foram, entdo, exploradas sob o ponto
de vista ambiental, com inovaces presentes no seculo XVIII e depois no decorrer dos séculos
subsequentes. Sob o ponto de vista genético, foram preponderantes os estudos em evolugdo de
Charles Darwin e inaugurais na ciéncia genética por Gregor Mendel, cuja unificacdo na
década de 1900 e os subsequentes adventos das genéticas de populacbes e quantitativa nas
trés décadas subsequentes impulsionaram o desenvolvimento de metodologias de
melhoramento. Uma nova era, porém, adentrou-se com a descoberta do &cido
desoxirrobonucleico (DNA) como material genético na década de 1940 e o conhecimento de
sua estrutura e funcionamento na década de 1950, casados a outras areas no desenrolar da
Revolucdo Técnico-Cientifico-Informacional, e consequentemente da Revolucdo Verde, nas
décadas de 1960 e 1970. Por fim, com a bioinformatica, uma nova perspectiva de
oportunidades inaugurou-se, com o0 manejo de dados moleculares complexos, com destaque
para a genémica (VEIGA, 1991; CONWAY, 1997).

Considerando as novas tecnologias disponiveis, como a selecdo gendmica e estudos de
mapeamento associativo (genome-wide association study - GWAS), incentivou-se
abundantemente estudos gendémicos em agropecuaria, obtendo-se, inclusive, o
sequenciamento do genoma de diversas culturas agricolas de relevancia mundial, incluindo
muitas gramineas e leguminosas. Adicionalmente, estudos de genética de populagdes,
importantes no manejo de recursos genéticos para fins de conservacdo ou melhoramento
genético, passaram a ter contornos diferenciados (DEPRISTO et al., 2011). Possibilitou-se a
caracterizacédo de populacdes investigando-se sua variabilidade e compreendendo aspectos de

sua evolucéo, fornecendo resultados sob os pontos de vista historico, ecoldgico e tecnoldgico.
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Nesse contexto, a caracterizacdo funcional de locos variantes em genomas de plantas
cultivadas passou a ser bastante valorada no meio cientifico. Genomas poliploides e/ou com
eventos recorrentes de aneuploidia e aberragdes cromossémicas estruturais (notoriamente
elementos de transposicdo), contudo, apresentam relativa dificuldade de serem sequenciados,
sendo custosa e trabalhosa a obtencdo de um genoma de referéncia. Desse fendmeno
decorreram dois tipos de estudos. Primeiramente, foram desenvolvidas metodologias de
genotipagem simplificadas, sem a necessidade de genoma de referéncia e focadas em regides
hipometiladas, como a genotipagem-por-sequenciamento (ELSHIRE et al., 2011).
Secundariamente, elaboraram-se estudos utilizando genomas de espécies aparentadas.

A cana-de-aglcar é uma cultura de importancia histérica no Brasil. Em S&o Paulo
constitui-se a mais importante cultura agricola, da qual se obtém acucar, alcool, energia e
diversos subprodutos (GOLDEMBERG et al., 2008). Seu melhoramento genético é
relativamente recente, comegando no final do século XIX em nivel mundial e apenas na
década de 1930 em nivel nacional (FIGUEIREDO, 2008). Quedas de lucratividade nesse setor
e 0 menor desenvolvimento de técnicas de manejo em fitossanidade (BARROS et al., 2014;
TOKESHI & RAGO, 2005) valoram aos recursos genéticos uma contribuicdo expressiva. No
entanto, pontua-se que os cultivares usados comercialmente sdo hibridos interespecificos, de
genoma altamente poliploide e com frequentes eventos de aneuploidia (JANOO, 2007).
Assim, é notdéria a maior restricdo em estudos genémicos com essa graminea, sendo
importantes trabalhos gendmicos que auxiliem sua elucidacdo, bem como fornecam subsidios
ao melhoramento genético.

Sob esse ambito, pesquisas que aliem dados genotipicos a softwares e metodologias de
trabalno em poliploides complexos sdo relevantes. Tendo em vista 0 interesse na
caracterizacdo funcional de polimorfismos em gendtipos de cana-de-agUcar, propde-se a
realizacdo de um trabalho que detecte sitios variantes que possivelmente tenham sido
selecionados ao longo da evolucdo e melhoramento da cultura. Para tal, combina-se um
genoma de referéncia de uma especie evolutivamente aparentada com um programa de
deteccdo de variacBes com o uso de metodologias de bioinformética e de estatisticas de
genética de populagBes para, entdo, atribui-los funcdo e anotagdo posicional. Com isso,
pretendeu-se observar flutuacGes nas frequéncias alélicas dos polimorfismos e a presenca de

assinaturas de selecdo no genoma da cana.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 A cultura da cana-de-agucar
2.1.1 Aspectos botanicos

A cana-de-acucar (Saccharum spp.) € uma monocotiledénea da familia Poaceae
(graminea), pertencente a tribo Andropogoneae, subtribo Saccharinae. Constitui-se de um
complexo de espécies poliploides, notoriamente S. officinarum L. e S. spontaneum L. na
formagéo de variedades comerciais (BLACKBURN, 1984).

Segundo Van Dillewijin (1952), a planta possui folhas paralelinérveas, de insercédo
oposta, com bordos serrilhados (corpos silicosos), as vezes com pelos (jocal) e estdbmatos
presentes nas duas faces, com destaque para a abaxial. De porte herbaceo, seu héabito de
crescimento é determinado, com raizes superficiais, de sustentacdo e de corddo, sendo as
primeiras mais finas e superficiais, as segundas mais grossas e aprofundadas e as Ultimas
aglomerac6es profundas. Seu caule ¢ denominado colmo, sendo o tolete o colmo plantado
horizontalmente e de onde se replicam os perfilhos.

A sua conformagdo foliar e sua alta necessidade de insolagdo relacionam-se a sua
elevada eficiéncia fotossintética. Como outras herbaceas tropicais, seu metabolismo é dito C,.
Apos a fase fotoquimica, o diéxido de carbono proveniente da atmosfera ndo participa
imediatamente do ciclo de Calvin, mas antes forma oxalacetato e integra uma rota metaboélica
alternativa no mesofilo e nas células de Kranz (bainha). Tal diferenca culmina no grande
aproveitamento luminoso, na ndo sensibilidade a variacGes de temperatura na fase quimica da
fotossintese e na auséncia de fotorrespiracdo (VAN DILLEWWIN, 1952; UENO, 1996).

Como observam Daniels et al. (1975), genétipos de S. officinarum possuem boas
caracteristicas produtivas, como alto nivel de sacarose no colmo, tamanho avantajado de
colmos, baixa concentracdo de impurezas no caldo e teor de fibras adequado para a moagem,
embora possuam altas exigéncias referentes a solo e clima. Por sua vez, gendtipos de S.
spontaneum sdo marcantes pela rusticidade, com caracteristicas favoraveis de vigor,
perfilhamento, capacidade de rebrota, expansdo do sistema radicular no solo e,
principalmente, resisténcia a pragas e doencas. Seus inconvenientes sd&o 0 menor porte,
colmos curtos, finos e fibrosos e com baixo teor de agucar.

E importante enfatizar que, dentre as espécies rasticas secundarias, S. robustum L.
apresenta apenas relevancia nos hibridos havaianos, possuindo porte alto, colmos finos e

baixo teor de sacarose. S. sinensis Roxb., por sua vez, apresenta colmos finos e fibrosos,
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ocasionalmente com alto teor de sacarose, e sistema radicular desenvolvido e que suporta
estresse hidrico. Por fim, S. barberi Jeswiet possui porte médio e colmos finos, fibrosos e
pobres em sacarose. S. edule Hassk. e S. bengalensis Retz. ndo apresentam importancia na
histdria evolutiva dos cultivares comerciais, sendo basicamente utilizadas para alimentacdes
humana na Nova Guiné e animal na india, respectivamente (DANIELS et al., 1975;
PIPERIDIS, 2000).

A subtribo Saccharinae também inclui os géneros Miscanthus, Erianthus e Sorghum.
O primeiro € uma erva de alto perfilhamento e colmos extremamente finos, que compartilha
caracteristicas de rusticidade com algumas das espécies citadas do género Saccharum, sendo
cultivado para producdo de biodiesel e uso ornamental (USDA, 2015). O Erianthus, por sua
vez, é conhecido como planta daninha em diversas regides do mundo, embora possa ser
utilizado com finalidade ornamental e para prevencdo de erosdao do solo, possuindo
caracteristicas de rusticidade semelhantes ao Miscanthus, mas com colmos com menor teor de
acucar (BERDING et al., 1997).

No que se refere ao género Sorghum, destaca-se a cultura do sorgo (S. bicolor (L.)
Moench), com usos relativos as alimentagdes animal e humana e producbes de fibra e
biodiesel (PATERSON et al., 2009). Seu genoma diploide, composto de dez pares de
cromossomos, foi ja sequenciado e anotado. Tal anotacdo foi facilitada pelo fato de seus
nameros e familias génicos serem semelhantes a brassicacea Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.
(conhecidamente uma planta-modelo), como observado por Paterson et al. (2000).

Considerando esse arcabouco de informaces, incluindo géneros aparentados, espécies
diversas de Saccharum e seus cultivares hibridos intra e interespecificos, foi compilado o
Painel Brasileiro de Gen6tipos de Cana-de-Acucar (PBGCA), procurando reunir a grande
variabilidade de germoplasma existente. Esse painel inclui espécies nativas ancestrais de cana,
como genotipos das espécies citadas, além de hibridos ndo pertencentes a programas de
melhoramento recente de S. officinarum com S. spontaneum, de S. officinarum com S.
robustum, de S. spontaneum com S. bengalensis e envolvendo mais de duas espécies, bem
como espécies aparentadas (Erianthus spp. e Miscanthus spp.). Também estdo inclusos nesse
painel cultivares melhorados antigos e recentes do Brasil e do exterior, abarcando 18
programas de melhoramento genético de onze paises em quatro continentes. Uma descricao
de um subconjunto desses genotipos encontra-se disponivel no trabalho de Garcia et al.
(2013).
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2.1.2 Cultivo e importancia econdmica

Os principais produtos da cana sdo o aglcar e o etanol, tendo como subprodutos
principalmente a vinhaga e a torta de filtro (utilizadas na adubacéo potassica, nitrogenada e
fosforada), além do uso do bagago na cogeracdo de energia das usinas com a queima da
palhada. Do etanol inclui-se a producdo de aguardente, de produtos de uso industrial e
domeéstico e de combustivel, sendo esse de grande relevancia com a preocupacao global em
diminuir a dependéncia dos combustiveis fosseis. E ainda significativo o uso da planta inteira
como forragem para a producdo de silagem objetivando a alimentacdo animal
(GOLDEMBERG et al., 2008).

Como observam Marin & Carvalho (2012), a planta possui forte adaptacdo as
condicBes edafoclimaticas do estado de S&o Paulo, considerando que as exigéncias estdo
intimamente ligadas ao clima tropical e subtropical (com temperatura média adequada entre
25 e 34°C) (EMBRAPA, 2000). A presenca de estacdo seca € vital para produzir estresse para
0 actimulo de acucar. Além disso, a graminea requer solos profundos, uma vez que €
naturalmente perene e tratada como semianual. Nesse contexto, de acordo com o Gltimo
Censo Agropecuério (IBGE, 2016), os maiores produtores brasileiros sdo os estados de Séo
Paulo (48,00%), Goias (15,36%), Mato Grosso do Sul (9,23%), Minas Gerais (9,19%) e
Parana (5,90%). No mundo, depois do Brasil, os maiores produtores sdo india, China,
Tailandia e México (FAO, 2016).

Caracteristicas de manejo sdo varidveis se em primeiro corte ou nos cortes
subsequentes e de acordo com a época de plantio (MARIN & CARVALHO, 2012). As fases
fenoldgicas da cana dividem-se em vegetativas, que incluiem brotacdo, perfilhamento e
elongacdo, e de maturacdo, uma vez que a fase reprodutiva (florescimento) é evitada por
comprometer o teor de sacarose no colmo, cujo fendbmeno é denominado isoporizagéo.
Genericamente, as primeiras fases sdo as mais criticas quanto a danos de pragas, doengas e
plantas daninhas. Importante destacar que a patente falta de produtos fitossanitarios para uso
em canaviais faz dos programas de melhoramento genético a principal metodologia de
controle a patologias, pragas e estresses abioticos na cultura (GALLO et al., 2002; TOKESHI
& RAGO, 2005; EMBRAPA, 2016).

De acordo com 0 MAPA (2016), o Brasil corresponde a mais da metade do comércio
mundial de acucar, esperando colher na safra de 2018/2019 47,34 milhdes de toneladas de
colmo. Barros et al. (2014) expdem que no ano de 2013 o setor sucroalcooleiro nacional foi

responsavel por cerca de 6,2% das exportacdes de produtos primarios para a China, 16,4%
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para os EUA e 3,4% para a Unido Europeia (respectivamente 0s principais parceiros
comerciais do pais), totalizando um volume de divisas superior a US$ 3 bilhdes.

Em contraposicdo, o0 setor canavieiro brasileiro vive uma retracao significativa, o que
realca a postura dos produtores de tracar estratégias continuas para garantir a produtividade e
a rentabilidade perante o mercado. Além de medidas nas politicas econdmicas, de
posicionamento comercial e de mudangas ambientais nas lavouras, frisa-se em grande nivel a
exploracdo de recursos genéticos. Nesse sentido, tanto programas de melhoramento genético
conduzidos através de técnicas cléassicas, como iniciativas baseadas no uso de métodos
biotecnoldgicos, sdo importantes contribuintes para o desenvolvimento competitivo da cana-

de-acUcar.
2.1.3 Origem e historico

O centro de origem da cana € incerto, embora seja apontado no Sudeste Asiatico, com
reportagens na Polinésia (Fiji e Taiti), india, Nova Guiné e China. Nesse sentido, apresenta-se
um plural de centros de diversidade, sendo Nova Guiné para S. officinarum e S. robustum,
China para S. sinensis, norte da india para S. barberi e S. spontaneum, oeste da india para S.
bengalensis e Melanésia e Polinésia para S. edule. Ao fim, importante destacar que variedades
nobres de S. officinarum ja eram conhecidas nas localidades indianas de Assam e Bengala
desde 6.000 a.C. (ROACH & DANIELS, 1987; DANIELS et al., 1975).

Segundo Clayton et al. (1975), a hipdtese mais aceita a respeito da expansdo da cana-
de-acucar € que fora cultivada inicialmente na regido do Golfo da Bengala, espalhando-se
pelo uso dos chineses, persas e arabes. Atribui-se aos Ultimos a dispersdo pelo sul e leste
mediterrdneos para uso ornamental a partir da conquista de territorios, sendo a planta
cultivada para producgdo agucareira por Espanha e Sicilia. Finalmente, o fim do oligopdlio de
Génova e Veneza com 0 Renascimento tornou o agtcar um produto global, exercendo forte
influéncia sobre as Grandes Navegacdes ibeéricas.

No Brasil, o cultivo da cana é bastante antigo. Como afirma Figueiredo (2008), relatos
de sua introducdo datam de 1502. No entanto, mudas para amplo cultivo s6 foram trazidas da
Ilha da Madeira para a Capitania de Sd Vicente em 1532 por Martim Afonso de Souza,
quando a regido ja era objeto de colonizacdo. A exploracdo da cultura nas antigas colonias
portuguesas foi consequéncia direta das Grandes NavegacOes, tornando-se base de suas
economias, com destaque para Brasil, Agave, Ilha da Madeira, Acores, Canarias, Cabo Verde

e Sdo Tomé.
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Em meio a tal situacéo, o capitdo-donatério de Pernambuco, Duarte Coelho, iniciou a
construcdo de engenhos de aclcar, permitindo que a cultura prosperasse em funcdo das
condicdes climaticas do local. Em pouco tempo, as capitanias de Alagoas, Bahia e Piaui
seguiram o mesmo caminho, conquistando, junto a Pernambuco, 0 monopdélio no comércio
mundial de agucar. Tal desempenho continuou semelhante até que a competicdo com as
antilhas holandesas, em funcdo da Unido Ibérica, produzissem o declinio da producéo
nacional, encerrando um ciclo produtivo. Um novo ciclo deu-se com a introducdo de cana
caiana no seculo XIX e com a realizacdo de programas de melhoramento genético na primeira
metade do século XX. Objetivando a resisténcia a doencas, tal conjuntura direcionou o plantio
ao estado de Sé&o Paulo. Por fim, o Proalcool, resposta do governo militar a crise do petrdleo
de 1975, incentivou a producdo de etanol no Brasil, tornando-o o maior produtor
sucroalcooleiro mundial (COSTA, 1958; FIGUEIREDO, 2008 ).

Por séculos ndo se aplicaram técnicas significativas de melhoramento genético a
graminea, dado o desconhecimento de plantas férteis, o que mudou no fim do século X1X com
0 aparecimento de programas internacionais (com destaque para Java, na Indonésia) (Jeswit,
1930). Como ressaltam Scarpari & Beauclair (2008), a hibridacdo interespecifica da cana
criou uma situacdo de grande beneficio a seu cultivo, especialmente por aliar as boas
caracteristicas produtivas e industriais de S. officinarum e a rusticidade de S. spontaneum.

A saber, os principais programas de melhoramento genético de cana-de-aglcar no
exterior ocorreram na Argentina, na Africa do Sul, na Australia, na Coldmbia, em Cuba, nos
EUA, na india e na Indonésia (SCARPARI & BEAUCLAIR, 2008). Sdo ainda relevantes
outros sete paises, além do protetorado de Porto Rico e do departamento ultramarino das Ilhas
Reuni&o (Tabela 1).
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TABELA 1 - Relagdo de programas de melhoramento genético de cana-de-agUcar

historicamente relevantes no exterior e seus respectivos paises ou territorios.

Pais/Territorio Programa Sigla
Africa do Sul Na.tal N
Natal-Coimbatore Nco
Argentina Tucman . Tu
Norte de Argentina NA
Australia Queensland Q
Barbados B
Barbados Barbados-Trinidade BT
Bolivia Santa Cruz CIMCA
Colombia Instituto Colombiano Agropecuario ICA
Cuba Cuba C
Clewiston/U.S. Sugar Corporation CL
Canal Point CP
EUA Florida/Belle Grade Experimental Station F
Louisiana Experimental Station L
Hawaii Sugar Planter Association H
Fiji Mali M
Filipinas Philippines P
Ilhas Reunido Réunion R
india Coimbatore Co
Indonésia Proefstation Oest Java POJ
Porto Rico Puerto Rico PR
Republica Dominicana Central Romana CR
Taiwan Taiwan Sugar Manufactured Co. TA
Venezuela Venezuela \%

No Brasil, cultivou-se durante todo o ciclo canavieiro o cultivar Crioula, também
conhecida como Creoula ou Mirim, idéntica ao cultivar Puri, que consistia em um hibrido
entre S. officinarum e S. barberi. Posteriormente, por acdo da vinda da familia real portuguesa
ao Rio de Janeiro (1808), a abertura de portos e consequente introdugéo de tecnologia ao
Brasil trouxe a variedade de S. officinarum Caiana, anteriormente conhecida como Caiena.
Oriunda da Guiana Francesa, essa se estabeleceu como a mais cultivada entre 1810 e 1880
(COSTA, 1958).

A cana Caiana sofreu, ao final do século XIX, severos danos por conta da gomose
(Xanthomonas axonopodis Hasse), sendo substituida pelas variedades Roxa, Rosa, Salangor,
Louiser, Bois Rouge Cavangirie, Uba e Cristalina. Na década de 1920, o mosaico da cana

disseminou-se pelo Brasil, criando a necessidade do uso de hibridos. Foram introduzidos
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cultivares resistentes POJ, Co e CP na Estacdo Experimental de Piracicaba, embora somente
0s dois primeiros tenham se estabelecido (FIGUEIREDO, 2008).

O primeiro programa de melhoramento genético de sucesso do pais ocorreu em 1934
por acdo do Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), originando o cultivar 1AC36-25.
Forrageira, essa foi substituida por outras variedades do IAC no fim da primeira metade do
século XX, quando cultivares de Campos (CB), no estado do Rio de Janeiro, foram
disseminados a partir da Estacdo Experimental de Piracicaba. Nas décadas de 1970 e 1980, o
cultivar NA56-79 tornou-se 0 mais popular do pais, sendo substituido nas décadas posteriores
pelos cultivares da Copersucar (SP) e da Planalsucar (RB), essa hoje denominada Rede
Universitéaria para o Desenvolvimento Sucroalcooleiro (RIDESA). Sdo importantes, ainda, 0s
programas de melhoramento do Centro de Tecnologia Canavieira (CTC), de Pedro Ometo -
Usina da Barra (PO) e de Pernambuco (PB) (COSTA, 1958; SZMRECSANY| & MOREIRA,
1991).

2.2 Melhoramento genético

2.2.1 Aspectos gerais

Um programa de melhoramento genético consiste na adogdo, por avaliacOes
mensuradas por parametros genéticos adequados, de etapas de selecdo e cruzamento de
organismos visando a obtencdo de variedades superiores para alguma caracteristica (BOS &
CALIGARI, 1995). Dentre os caracteres, pode-se elencar resisténcias a estresses abidticos,
injurias e doencas, aumento de produtividade, aumento da facilidade de manejo no campo e
maior teor de caracteristicas de interesse industrial.

Historicamente, o0 melhoramento passou por trés fases marcantes. A primeira, relativa
ao empirismo, em que 0s cruzamentos e a selecdo ndo obedeciam a critérios cientificos, mas
experiéncias corriqueiras de agricultores. A segunda etapa, ja& em posse de trabalhos de
genética e evolugdo, foi marcada pela integracdo de fendtipo e gendtipo. Por fim, a era da
biotecnologia teve como compromisso a rapidez na genotipagem e a exploragéo de eventos
que ndo ocorreriam naturalmente. Incluiram-se, pois, técnicas como fusdo de protoplastos e
producéo de organismos geneticamente modificados. Nesse contexto, a marcacdo molecular
tem desempenhado um importante papel, encurtando a etapa de selecdo e melhorando
significativamente a acurécia de estimagdes importantes, como testes de progénie (SIM et al.,
2011; EATHINGTON et al., 2007).
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2.2.2 Melhoramento da cana-de-agUcar

Os programas de melhoramento genético de cana, de forma geral, foram
historicamente focados em aumento do perfilhamento e do teor de sacarose, resisténcia a seca
e, principalmente, resisténcia a doengas (SCARPARI & BEAUCLAIR, 2008). O programa
historico de Java, por exemplo, tinha como foco o controle de Sereh - doenca plastica de
impacto muito grande no crescimento, desenvolvimento e perfilhamento das plantas afetadas -
que causou perdas significativas nas plantacdes até o inicio do seculo XX (JESWIT, 1930).

Referente as particularidades reprodutivas relacionadas ao melhoramento, a graminea
possui como inflorescéncia uma panicula com flores monoclinas, cujo grdo-de-pélen é muito
pequeno e de meia-vida bastante reduzida, criando dificuldades para a fecundacao
(DILLEWUNIN, 1952). De acordo com Bull et al. (1992), outros inconvenientes do
melhoramento da cultura sdo os fatos de ndo se conseguir formar grupos heteréticos
verdadeiros, a recorrente carga genética quando h& endogamia, a aparente dificuldade de
produzir homozigose pela alta ploidia e os problemas relacionados a sua natureza aneuploide,
além das questdes do alto custo de propagulos e da vulnerabilidade genética dos clones.

Como descrito, a cana-de-acucar € uma cultura cujo melhoramento depende da sua
forma de reproducdo assexuada, diferindo-se de programas convencionais de espécies
autdbgamas — em que ha ocorréncia de autofecundacdo em mais de 90% dos eventos
reprodutivos — e alégamas — com ocorréncia de fecundacdo cruzada em mais de 90% das
fertilizacBes (BOS & CALIGARI, 1995). Com efeito, o processo concentra-se muito mais
intensamente no processo de sele¢do do que na abrangéncia de cruzamentos, em que um Unico
evento de recombinacdo pode sofrer selecdo por dez anos para originar um cultivar.

Em linhas gerais, um programa de melhoramento de cana possui as etapas de selecao
de genitores superiores, cruzamentos (ampliagdo de variabilidade), selecdo de individuos
superiores na progénie e clonagem. No que se refere aos cruzamentos, € mais comum a
adocdo de cruzamentos biparentais na maioria dos programas, embora policruzamentos
também sejam presentes. Ndo se realizam teste de progénie estritamente, mas analises de
score para que se proceda a selecdo nas fases iniciais, intermediarias e finais, chegando-se a
um cultivar. Nas primeiras, ha o uso de milhares de gendtipos, sem repeticdo, com teste em
apenas um local e com selecdo de caracteres de alta herdabilidade; nas seguintes adota-se o
uso de centenas de genotipos, com repeticdo e teste em apenas um local e com selecdo de
caracteres de meédia herdabilidade; e nas finais ha o uso de dezenas de genoétipos, com

repeticdo e teste em varios locais - VCU (valor de cultivo e uso) e selecdo de caracteres de
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baixa herdabilidade. A clonagem se d& através da distribuicdo de toletes no campo (BULL et
al., 1992).

2.3 Aspectos gendbmicos da cana-de-acucar

Trabalhos relacionando o género Saccharum com outras espécies da tribo
Andropogoneae, como milho (Zea mays L.) e arroz (Oryza sativa L.), foram desenvolvidos
com o objetivo de mapear regiGes conservadas entre as diferentes espécies. Foi relevante a
pesquisa de Jannoo et al. (2007), que estabeleceu uma comparacdo de ortélogos em uma
regido rica em genes entre diferentes espécies da tribo. Mais detalhados, porém, sdo estudos
referentes a plantas da subtribo Saccharinae, a qual inclui o género Sorghum, apresentando o
ultimo elevada sintenia de genes e blocos marcadores com Saccharum (GRIVET et al., 1994).
Enfatiza-se o fato de estar ja disponivel um genoma de referéncia da cultura do sorgo devido a
sua importancia econdmica (PATERSON et al. 2009). Nessa perspectiva, a comparagédo entre
dados genémicos da cana-de-aclcar e do sorgo indicou alta microcolinearidade entre seus
genomas, O que O sugere como uma espécie proximamente aparentada com a cultura em
estudo, cuja divergéncia de um ancestral comum deu-se ha cerca de oito milhdes de anos
(WANG et al., 2010).

Wang et al. (2010) esclarecem que h& uma diferenga, no que se refere aos nimeros
caracteristicos de cromossomos e seus fingerprints de DNA distintivos, entre dois principais
grupos de estudo — um para S. spontaneum e outro para todas as demais espécies, com
destaque para S. officinarum. Daniels & Roach (1987) admitem, ainda, que S. officinarum seja
originaria de hibridacdes de S. spontaneum, S. robustum, Miscanthus spp. e Erianthus
arundinaceus (Retz.) Jesw.

Considerando as particularidades genémicas, as variedades comerciais sd80 compostas
por hibridacdes envolvendo as espécies S. officinarum (a qual contribuiu com 70 a 80% dos
cromossomos das canas estudadas) e S. spontaneum (de 10 a 20% dos cromossomaos), com
contribuicdo minoritaria de genomas como S. robustum, S. sinensis e S. barberi. Como
consequéncia da pratica de melhoramento, os cultivares modernos de cana possuem ploidia
superior a dez, com aproximadamente 120 cromossomos e genoma de tamanho de cerca de 10
Gpb. E necessario enfatizar o fato de formas aneuploides terem contribuido para o genoma da
cana moderna, além de esse ter sofrido pelo menos duas rodadas de eventos de duplicacéo

desde sua divergéncia de um ancestral comum com o sorgo (JANOO et al., 2007).
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Pelas caracteristicas apontadas anteriormente, observa-se que a planta possui notavel
complexidade para o desenvolvimento de estudos gendmicos. Fatores como 0 comportamento
diferenciado dos cromossomos durante a meiose entre as duas principais espécies, grande
acdo de transposices no genoma do hibrido e as duplicacdes citadas terem ocorrido,
provavelmente, apds a especiacdo entre S. robustum e S. spontaneum ampliam a dificuldade
de estabelecimento de programas investigativos no genoma da cultura (JANOO et al., 2007;
WANG et al., 2010). Frente a isso, prima-se para a existéncia de trabalhos que fazem uso de
recursos disponiveis para outras espécies proximamente aparentadas, como € o caso ja citado
do sorgo.

Coletivamente, as complicacOes decorrentes da complexidade gendmica da cana-de-
acucar dificultam a aplicacdo de técnicas modernas voltadas ao melhoramento da espécie.
Felizmente, novas metodologias tém sido desenvolvidas para contornar tal questdo, como, por
exemplo, o método de genotipagem de polimorfismo de nucleotideo Unico (single nucleotide
polymorphism ou SNP) em poliploides, o qual permite uma caracterizagdo detalhada do
genoma da cana e de outros poliploides complexos (Serang et al., 2012; Garcia et al., 2013).
A partir das informacdes obtidas por esta abordagem, novas pesquisas podem passar a ter
maior suporte no género Saccharum, transitando por temas como mapeamento associativo,
mapeamento de locos que controlam caracteristicas quantitativas (quantitative trait loci ou
QTLs), investigacdo de assinaturas de selecdo, caracterizagdo funcional de variantes, dentre

outros.

2.4 Genotipagem-por-sequenciamento

2.4.1. Caracterizacao e andlise da variabilidade

Dentro da perspectiva de alternativas de genotipagem, uma tecnologia em franca
ascensdo € a genotipagem-por-sequenciamento (genotyping-by-sequencing ou GBS). Elshire
et al. (2011) ressaltam o fato de essa técnica ser viabilizada por recentes avancos na obtencao
de dados de sequenciamento de nova geracdo (next generation sequencing ou NGS). Tal
metodologia tem aplicacbes promissoras que incluem estudos de associacdo gendmica
(GWAS), selecdo em germoplasma de espécies sem a necessidade prévia de desenvolvimento
de ferramentas moleculares e determinacdo de estruturas populacionais sem o conhecimento a
priori dos genomas ou da diversidade existente na espécie. Dessa forma, a técnica de GBS

mostra-se como uma viavel alternativa também para estudos envolvendo poliploides
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complexos, como a cana-de-acucar, destacando-se suas notaveis vantagens como a maior
facilidade de manuseio das amostras, o custo inferior ao de outras técnicas de genotipagem, o
acesso a regides potencialmente reguladoras da expressao génica e a ndo necessidade de haver
um genoma de referéncia para o alinhamento das leituras.

E importante destacar que, de acordo com DePristo et al. (2011), tais avangos nas
tecnologias de sequenciamento possibilitaram o manejo de informacdes valiosas a respeito da
variabilidade genética em amostras populacionais, permitindo compreensdes abrangentes
sobre ancestralidade e fendmenos evolutivos. Nesse sentido, 0 uso de recursos de NGS tem
sido bastante relevante para estudos populacionais. Contudo, nota-se que a GBS possui uma
cobertura enviesada do genoma, uma vez que hd um maior foco nas regides hipometiladas,
qgue em geral sdo ricas em genes. Além disso, essa técnica apresenta dificuldades adicionais
em poliploides, principalmente no tocante a determinacdo de dosagens alélicas. Os principais
fatores a considerar sdo a profundidade de cobertura e a dificuldade de distingdo entre
variacOes alélicas e locos homedlogos, especialmente para um caso complexo como o da
cana.

Como observa Gibson (2006), a analise da variabilidade da sequéncia de DNA é de
importancia central em estudos genéticos de diferentes naturezas, de forma que marcadores
moleculares foram criados para acessar tal variabilidade, tendo melhorado significativamente
a analise genética. No tocante aos SNPs, pode-se dizer que esses potencialmente constituem o
tipo mais basico de variacdo genética, por revelar polimorfismo diretamente em nivel de
nucleotideos. Como incentivo de seu uso em relacdo aos comuns microssatélites, por
exemplo, pode-se elencar o fato de apresentarem abundancia no genoma, passividade de
automacao em larga escala, alta adaptabilidade a diversas tecnologias e menor necessidade de
manipulacdo laboratorial (HARA et al., 2010; WELLER et al., 2010). Por fim, Dillon et al.
(2010) apontam que a elevada cobertura de SNPs aumenta, teoricamente, a possibilidade de se
mapear proximidades de regides reguladoras, facilitando a associacdo entre genotipo e
fenotipo.

Um trabalho interessante aliando NGS com estudo de diversidade populacional foi o
de Gheyas et al. (2015). Nesse, fez-se uma anotacdo funcional e posicional de sitios variantes,
com base nos modelos génicos anotados no genoma da galinha doméstica (Gallus gallus L.),
além de uma andlise de aspectos da diversidade em aminoacidos e alteragdes nas estruturas
secundarias de RNAs mensageiros (MRNAs) e RNAs nado-codificantes (nCRNAS). Esses
autores buscaram também evidéncias de fendmenos seletivos ao longo do genoma, utilizando

parametros de genetica de populacdes relacionados ao comportamento de indicadores de
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selecdo, com destaque para a quantidade relativa de variabilidade, em regifes de interesse e
sua predicdo funcional. A partir de tal trabalho, € latente a alianca entre tecnologias de nova
geracdo e estudos de diversidade gendmica, possibilitando-os mesmo em organismos de

genoma complexo, como € o caso da cana-de-acucar.

2.4.2 Separacéo das leituras por barcode e detecgdo de SNPs

Os barcodes podem ser definidos como pequenas sequéncias de DNA que identificam,
singularmente, cada amostra. Dessa forma, o uso desses identificadores em aplicacdes de
NGS permite que um amplo conjunto de amostras seja analisado simultaneamente em uma
Unica plataforma de sequenciamento (DAVEY et al., 2011).

Utilizando-se procedimentos criteriosos, como diferenca de tamanho, néo
sobreposicdo de sequéncias e auséncia de sequéncias repetitivas nos barcodes, essa técnica
pode ser aplicada de forma eficiente em GBS. Sua fungdo na genotipagem € relevante pelo
uso de bibliotecas reduzidas ser aliado ao potencial de relacionar individuos com suas
sequéncias de forma sistematica (ELSHIRE, 2011).

Apo6s 0 sequencimento, 0s usos da base de dados sdo diversos, tendo destaque a
identificacdo de variantes para estudos populacionais. Um software de uso comum para
identificacdo de sitios variantes a partir de dados de resequenciamento é o FreeBayes
(GARRISON & MARTH, 2012) — um método Bayesiano que encontra polimorfismos
menores que o comprimento do alinhamento de uma sequéncia de leitura curta, como SNPs,
indels e eventos similares, sendo capaz de modelar locos multialélicos em conjuntos de
individuos. Seu funcionamento é baseado em haplétipos, detectando os sitios variantes de
acordo com sequéncias de leituras alinhadas a um alvo particular. Esse fato evita o problema
comum de haver multiplos alinhamentos possiveis para sequéncias idénticas. Por fim, seu uso
depende de um genoma de referéncia em formato FASTA, determinando a combinagdo de
maxima verossimilhanca dos gendtipos para a populacdo analisada em cada posi¢do da
referéncia. Seu resultado € um conjunto de posicdes em que se encontram provaveis
polimorfismos em formato VCF (variant call file format), que, segundo Danecek et al.
(2011), é um arquivo de texto utilizado em bioinformatica para armazenar variagdes de

sequéncias gendmicas.
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2.4.3 Genotipagem quantitativa de poliploides

Como dito, um problema na genotipagem de poliploides é a quantificacdo das
dosagens alélicas. Tendo em vista que um autopoliploide possui mais de duas copias de uma
mesma regido gendmica, pode-se inferir que ndo ha apenas uma dicotomia entre as situagdes
homo e heterozigota como em um diploide, mas existem diversas situacBes intermediarias
com distintos niveis de heterozigosidade. Em um individuo tetraploide, por exemplo, entre 0s
genotipos totalmente homozigotos para os alelos A (denotado por AAAA) e a (denotado por
aaaa), ha heterozigotos com uma cépia do alelo a (AAAa), duas (AAaa) e trés copias (Aaaa).
Raciocinio similar € valido para as ploidias maiores.

Uma metodologia recente para genotipagem nessa situacdo € o uso do programa
computacional SuperMASSA, como apontam Serang et al. (2012). Para inferir a ploidia de
melhor ajuste aos dados para cada loco consideram-se simultaneamente as intensidades
associadas com os diferentes alelos, as frequéncias esperadas de individuos e o erro
experimental. Além da estimacdo da ploidia, busca-se um modelo que ajuste as dosagens
alélicas com a complexa estrutura do genoma da cana através da maximizacdo da
probabilidade a posteriori.

No que se refere ao software, trata-se de um programa que realiza estatistica
Bayesiana, sendo sua principal vantagem o fato de ploidia e dosagem serem determinadas em
conjunto para uma populacédo através das intensidades relativas de cada alelo. Assim, é muito
util quando, na obtencdo de intensidades alélicas relativas semelhantes, ndo se tem ideia sobre
a ploidia do individuo (por exemplo, uma proporcdo 3:1 ndo fornece a ideia se esse individuo
é tetraploide, AAAa, ou octaploide, AAAAAAaa).

2.5 Anotacdo funcional

2.5.1 Classes funcionais

Antes de discorrer sobre os papéis evolutivos dos polimorfismos (sejam eles indels,
SNPs ou das demais categorias), atribui-se alguma tipologia a respeito das suas possiveis
consequéncias moleculares. Nesse sentido, na literatura encontra-se uma série de
classificacbes sobre os efeitos das modificagdes. As principais sdo relacionadas as
consequéncias transcricionais ou traducionais, além de serem relevantes, em paralelo, as

anotacdes por regido gendmica.
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Como pontua Ernest (1959a, 1959b), um SNP pode ser classificado, quanto a natureza
da substituicdo, como transi¢do, quando tal substitui¢cdo conserva a categoria quimica da base
nitrogenada (o nucleotideo continha uma purina e continuou com uma, apesar da troca, por
exemplo), ou como transversdo, quando a categoria quimica é alterada (o nucleotideo
continha uma purina e passa a possuir uma pirimidina, por exemplo). Segundo Maquat
(2001), no que se refere as consequéncias dessa substituicdo, um SNP é denominado sinbnimo
ou silencioso quando o cddon alterado traduz 0 mesmo aminoacido e nao-sinébnimo ou de
sentido trocado quando ha alteracdo do aminoacido codificado. Sobre esse ultimo tipo, pode-
se denominar o SNP de conservativo, situacdo em que a alteragdo é de pouco efeito predito na
estrutura da proteina, ou ndo-conservativo, quando a estrutura proteica muda
substancialmente. Ainda se classifica como SNP sem sentido (nonsense) aquele que altera um
cddon tradutor de aminoacido para um cdédon de fim (terminacdo), encerrando a traducao
dessa sequéncia a partir desse ponto.

No tocante as regides de ocorréncia de SNPs, sdo relevantes as separacfes de regides
génicas e intergénicas, de éxon (regido que permanece no RNA mensageiro maduro apds seu
processamento) e intron (porcdo excisada da sequéncia ap6s o processamento do transcrito
primario) e de regibes regulatérias ndo transcritas (untranslated regions — UTRS) e regides
traduzidas (MAQUAT, 2001 ). Pode-se, ainda, elencar as classificagdes de codon de
iniciacdo, codon de terminacdo, sitio doador ou receptor de splicing e regido a montante
(upstream) ou a jusante (downstream) de uma regido génica.

Nesse ambito, um programa disponivel para a realizacdo de anotacdo funcional de
locos variantes é o SnpEff. Esse software confronta a posicdo em que cada sitio esta situado
com anotacles pré-existentes de uma sequéncia de referéncia (CINGOLANI et al., 2012).
Entre as principais classes atribuidas por este programa, destacam-se:

e Variagdo intergénica, upstream (5 Kpb) ou downstream (5 Kpb) de uma regido génica;

e Variacdo na regido 5’-UTR ou 3’-UTR,;

e Ganho ou perda de codon de iniciagdo, codon de terminacdo, sitio doador ou receptor
de splicing;

e Variagcdo em regido de intron ou exon;

e Se em regido de éxon, se a mutacdo € sinbnima ou ndo sinbnima, se ha alteracédo de
quadro de leitura, ganho ou perda de codons.

Dentre as atribui¢Ges realizadas por esse programa, é também relevante a predicdo de

efeitos alto, moderado, baixo e modificador. Cingolani et al. (2016) definem como de alto
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efeito as mutagdes que provocam a excisdo do transcrito, perda ou ganho de cdédon de
terminacdo, ganho de cddon de iniciagdo, alteracdo em sitio doador ou receptor de splicing,
alteracdo para um codon que traduz um aminoacido raro, perda de éxon e variagdo no quadro
de leitura ou no ndmero de cromossomos. Moderados sdo os efeitos que produzem o
truncamento de UTR com consequente perda de éxon, variagdo de baixo impacto na
sequéncia codante, delegOes ou insergdes sem maiores consequéncias, simples alteracdo de
aminoacido (mutacdo de sentido trocado), excisdo de regido regulatoria, perda de regido de
splicing e excisdo de regides de ligacao de fatores de transcricao.

AlteracOes de baixo efeito sdo descritas para 0s casos de mutacao silenciosa, mutacao
que retém o cddon de inicia¢do ou de terminacdo, modificacbes com baixo efeito na regido de
splicing e criagdo prematura de 5°-UTR. Por fim, as mutacGes de efeito modificador abarcam
um amplo espectro de condicdes, incluindo variages genéricas em regides nao traduzidas que
ndo alteram propriamente a proteina, como alteracfes em introns e na transcri¢do de micro-
RNA (miRNA) (CINGOLANI et al., 2016). E importante destacar que nem todos os tipos de
variacdes, portanto, referem-se a SNPs e indels pontuais, ja que algumas das classes
correspondem a alteracdes em maior escala.

Adicionalmente, é relevante expandir as tipologias para um horizonte macrofuncional,
que alie as consequéncias pontuais das alteragdes a morfologia ou ao metabolismo do
individuo. Anélises de enriquecimento funcional podem ter o papel de entender o0 ganho ou a
perda de determinada funcdo frente ao agrupamento de uma série de mutacdes de alguma
classificagdo comum. Segundo Subramanian et al. (2005), esse tipo de andlise €
especialmente utilizado objetivando a reunido de grupos com funcgdo, localizagédo
cromossémica ou regulacdo semelhantes. Assim, € possivel estabelecer relagdo entre as
alteracdes gendmicas e as possiveis consequéncias morfofisioldgicas, ou seja, entre o

gendtipo e o fendtipo.

2.5.2 Anotacéao ontologica

Ontologia pode ser definida como um modelo de dados que trata de objetos inseridos
em um dominio e sua relacdo (GUARINO, 1998). Em genética, significa agrupar genes sob
alguma otica funcional comum dentro de uma hierarquia.

Uma base de dados que define e caracteriza anotagdes génicas ontologicas é a Gene
Ontology (GENE ONTOLOGY CONSORTIUM, 2004), reunindo uma série de termos

hierarquizados distribuidos em trés grandes esferas. Tais instancias sdo componente celular
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(com genes que participam da constituicdo anatdbmica da célula, incluindo a maquinaria de
expressdo génica), funcdo molecular (com genes que participam de atividades que ocorrem
em nivel molecular, como atividades ligante, transportadora e catalitica) e processo bioldgico

(com genes que participam de processos amplos, com mais de uma etapa funcional distinta).

2.6 Domesticagéo e variabilidade genética

2.6.1 Domesticacao

Domesticagdo € definida como a arte ou pratica, consciente ou inconsciente, de
transformar uma espécie que ndo apresenta caracteristicas de facil cultivo ou criacdo
(condicdo selvagem) para uma condicdo de amplos propagacdo, dominio de manejo e
aproveitamento pelo homem (ZOHARY et al., 2012). Esse fendmeno tem como resultado a
presenca de sindromes, sendo relevantes em plantas, como demonstra Harlan (1975), o
aumento do tamanho e da coloracdo das sementes, o crescimento determinado do caule, a
reducdo ou a eliminacdo de dorméncia das sementes e de compostos toxicos nas partes
comestiveis, a precocidade, a menor sensibilidade ao fotoperiodo e a presenca de vagens nao
fibrosas e indeiscentes.

Segundo Zohary et al. (2012), os principais precursores das sindromes de selecdo (ou
seja, 0s meios de pressdo seletiva durante a domesticacao) sao a competicdo entre plantulas na
lavoura, a colheita e a escolha deliberada de caracteristicas favoraveis ao cultivo e/ou ao
consumo pelo homem. Na cana-de-acUcar, de acordo com McKey et al. (2010), a
domesticacdo provavelmente resultou em caracteristicas como o aumento do teor de agucar e
do namero de perfilhos e crescimento determinado.

Por fim, além do processo de domesticacdo, as culturas continuam a evoluir a partir
das selecGes natural e artificial. Nesse dltimo caso, enfatiza-se as diferengas de foco em
programas de melhoramento genético, o que € ampliado quando o uso € diverso entre regides
geogréficas. Como pontua Harlan (1975), o homem criou uma relagdo com os animais e as
plantas domesticados, cuja sobrevivéncia passou a depender do primeiro. A domesticacdo,
portanto, modificou as relagdes das culturas com o ambiente e, mais especificamente, a
variacdo das frequéncias fenotipica e genotipica, com frequente diminuicdo da variabilidade

alélica.
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2.6.2 Variabilidade genémica

A variacdo populacional foi explicada basicamente por trés escolas de pensamento
evolutivo. A escola classica, representada principalmente por Thomas Hunt Morgan e
Hermann Miiller, foi muito influenciada pelo mendelismo e pelo uso de organismos-modelo
em laboratdrio. Advogava que havia baixa variacdo na natureza, uma vez que as mutacgdes, ao
surgirem, eram rapidamente selecionadas e aumentavam sua frequéncia ou eram rapidamente
eliminadas. Definia-se, com base no ambiente médio, uma variedade selvagem e outra
mutante (MAYER, 1998).

Ainda segundo Mayer (1998), a escola do polimorfismo balanceado, por sua vez,
representada especialmente por Alfred Sturtevant e Theodosius Dobzhansky, apoiou-se muito
na observacao de populacdes naturais. Pontuava que havia alta variacdo na natureza, o que se
devia a ndo extingdo de polimorfismos por questdes de adaptabilidade temporal ou espacial e
pela ocorréncia de heterose.

Testes de sequenciamento de aminoacidos e de eletroforese de proteinas na década de
1960 questionaram, respectivamente, as quantidades de variacdo inter e intraespecifica.
Kimura (1968) propds o que se conheceria posteriormente como escola neutralista. A partir de
tal interpretacéo, o processo evolutivo em nivel molecular era especialmente influenciado pela
deriva genética, ou seja, pelo acaso, em oposicdo ao que posteriormente denominou-se de
selecionismo, que compreendia que a evolucdo molecular era conduzida pela selecdo de
mutac¢des vantajosas, reduzindo a importancia da deriva (NEI, 2005).

O neutralismo de Kimura (1968) teve como pontos principais o reconhecimento de
uma maior frequéncia de mutagdes deletérias em relacdo ao total (como também compreendia
o0 selecionismo), mas com um papel significativo das mutacbes neutras e muito pequeno das
mutacdes positivas, e da existéncia de um reldgio molecular. Também foi entendido que o
papel da selecdo era extremamente reduzido, sendo pronunciado basicamente na evolucédo
adaptativa.

A compreensdo radical da teoria neutralista (teoria totalmente neutra) sofreu criticas
inimeras da comunidade cientifica. Apontou-se que sob uma sele¢do branda (soft selection), a
mortalidade causada pela selecéo incorporava-se a mortalidade ecologica, 0 que enfraquecia o
desprezo pela selecdo por parte do neutralismo. Ainda, medidas do reldégio molecular
observaram discrepéncias nas taxas de mutacdo, apontando para uma forga inferior da deriva
genética na evolugdo molecular do que a imaginada (NEI, 2005). O descompasso do reldgio

molecular em relacdo as mutagdes sinbnimas e ndo-sindnimas foi entdo explicado pela teoria
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aproximadamente neutra, proposta por Ohta (1973), que considerou que o valor adaptativo
(fitness) era uma funcdo do tamanho populacional, o que explicaria o fato de populacbes
pequenas e grandes possuirem taxas de variacdo semelhantes.

Ohta (1973) argumentou que existiam mutacfes aproximadamente neutras, que se
comportavam como neutras em populacGes pequenas, fixando-se sucessivamente, e como
deletérias em populagdes grandes, diminuindo sua frequéncia. Tal mensuracdo foi feita em
relacdo ao coeficiente de selecdo (baseado no fitness), que, relacionado ao tamanho
populacional, determina o comportamento da mutacdo (neutra, aproximadamente neutra ou

ndo neutra).

2.6.3 Estimativas gendmicas populacionais

As consequéncias da teoria aproximadamente neutra foram diversas, destacando-se a
concluséo de que as variacbes sinbnimas sdo mais frequentes, embora as ndo-sindnimas
possuam maior taxa de variacdo. Assim, pode-se aferir sobre a influéncia da selecdo em uma
populacédo a partir da razdo de diferengas ndo-sinénimas (n) e sinbnimas (s), denominada

w = "/s. Como pontua Nielsen (2001), trabalha-se com trés situacdes desse quociente:

e <1, queindicaa presenca de selecdo negativa (purificadora);
e w =1, que indica selecdo relaxada ou a ndo influéncia da sele¢éo;

e  >1, queindica a acdo da selecdo positiva (direcional).

Expandindo-se tais consequéncias, McDonald & Kreitman (1991) demonstraram que a
relacdo era igual entre e dentro de espéecies com a acao da deriva genética, mas tal relacéo
diferia com a acdo da selecdo. Isso significa que é possivel, a partir da aplicacdo de um teste
comparativo entre os valores de w intra e interespecifico, observar em que genes ha indicio de
selecdo e qual a sua direcdo. Como resultado, o pesquisador obtém informacdes a respeito da
histdria evolutiva que ocorreu desde a especiacdo em questdo e obtém indicios de processos
de presséo seletiva. Com efeito, essas evidéncias podem ser utilizadas pelo geneticista em
estudos ecoldgicos e de biologia evolutiva. Também ha aplicacdes no melhoramento genético
através de possiveis acOes de selecdo assistida. Trabalhos nesse sentido sdo o de Walker
(2002), com seu uso em tamanho populacional efetivo, além de outros exemplos, como de
Charlesworth & Walker (2008), que aborda o efeito das mutacGes deletérias e Messer &

Petrov (2013), sobre adaptacéo.
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Sobre o teste, comparando-se as duas espécies, pode-se aferir como diferencas
interespecificas as variacdes entre elas que foram fixadas na espécie de interesse
(denominadas D - portanto, Dn e Ds) e como diferencas intraespecificas as variagdes
polimorficas em tal espécie (denominadas P - portanto, Pn e Ps). De forma a criar uma

relagdo entre as variagdes polimdrficas e as variagdes fixadas, tem-se:

Ds.Pn
Ps.Dn

NI =(Up/(l)D=

Denomina-se NI o indice de neutralidade. Considerando que mutagdes silenciosas (ou
sinbnimas) sdo neutras, se NI for igual a um, ndo h& diferenca entre as taxas inter e
intraespecifica, ndo havendo evidéncia de selecdo. Se NI for maior do que um, ha acimulo de
aminoacidos polimorficos, indicando selecdo negativa (purificadora). Por fim, se NI for
inferior a um, ha acimulo de aminoacidos fixados, indicando selecdo positiva (direcional).
Define-se também o parametro a« = 1 — NI, que indica a proporc¢édo de substituicdes dirigidas
pela selecéo positiva.

Outros parametros podem ser considerados para a obtencdo de estimativas
relacionadas & variabilidade gendmica. E considerada de interesse a diversidade nucleotidica
(m) (OLEKSYK et al., 2010), obtida pela seguinte expressao:

k

N\ it — )
i Z ni(n; — 1)

i=1

em que k representa 0 numero de posi¢cdes variaveis em uma janela de tamanho pré-
determinado (por exemplo, 1000 pb); j; indica o nimero de ocorréncias do alelo alternativo
para o i-esimo SNP ou indel; n; representa o numero total de sequéncias, isto €, a soma das
contagens dos alelos de referéncia e alternativo para 0 SNP ou indel.

Além dois tipos de estudo, é possivel observar assinaturas de selecdo a partir da
comparacado entre regides gendmicas. Tais assinaturas podem ser verificadas pela presenca de
menor variagdo em algumas regiGes em comparacdo a outras. 1sso se deve a selecdo de
caracteres, que, segregando juntamente a regifes vizinhas de evolucdo neutra por agdo da
deriva genética, acabam por apresentar evidéncia de perda de variabilidade alélica. Esse
desequilibrio de ligacdo gera uma varredura na regido genémica ao longo do tempo,

culminando em uma limpeza seletiva (selective sweep) (NIELSEN, 2005).
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A importancia da procura dessas assinaturas relaciona-se a estudos genémicos da
evolucdo de uma espécie ou populacdo, a investigacdo da funcdo de tais regifes —
principalmente quando o genoma nao esta totalmente descrito — e a marcacao molecular para
diversos estudos gendmicos (PRZEWORSKI et al., 2005). Entre estes, estdo inclusos o
mapeamento genético e o desenvolvimento de programas de melhoramento. Sim (2011) e
Zhang (2012) discutem sua importancia em estimativas de estrutura populacional e em
processos de selecdo, respectivamente. Com efeito, um programa de melhoramento genético
de cana-de-aclcar poderia utilizar tais informacfes para definicdo de cruzamentos,
considerando a dificuldade ja citada de se formar grupos heteréticos verdadeiros, e a
marcacgéo de regides de interesse para processos de selecéo.

Um parametro para afericdo de assinaturas de selecdo € dado por Rubin et al. (2010),
denominado heterozigosidade combinada (pooled heterozigosity, ou Hp), que utiliza as
frequéncias dos alelos de todos os sitios variantes dentro de uma regido genémica. Seu calculo

é obtido por:

B 2Y nMAJ] Y, nMIN
P = 5 nMA4J + 3 nMIN)?

em que nMAJ e nMIN representam as contagens dos alelos mais frequente e menos frequente
presentes na janela genbmica em analise, respectivamente.

Dentro dessa perspectiva de analise de variabilidade populacional, pouco se sabe,
ainda, a respeito da variacdo genética existente entre materiais comumente utilizados em
programas de melhoramento de cana-de-aclcar em nivel de genoma. Adentram a questdo a
quantificacdo da variabilidade de SNPs e identificacdo de suas regides de incidéncia, além da
caracterizacdo funcional e da avaliacdo da diversidade alélica existente ao longo do genoma
da espécie.

O uso do teste de McDonald & Kreitman mostra-se oportuno primeiramente pela
existéncia de um genoma de referéncia do sorgo, uma espécie proximamente aparentada a
cana. Além disso, ele possibilita analises de evidéncias seletivas em genes, um tipo de estudo
inédito para a cultura canavieira. Em relacéo a heterozigosidade combinada, trabalhos como o
de Gheyas et al. (2015) demonstram sua importancia em analises de cunho funcional e
evolutivo. Sua importancia ocorre nesse caso por possibilitar a busca por assinaturas de

selecdo com base em todos os polimorfismos, localizados em regides génicas ou néo.
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3 OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Esse trabalho objetivou caracterizar funcionalmente a variabilidade genética entre
genotipos de cana-de-acucar, avaliada através de genotipagem-por-sequenciamento. Mais
estritamente, realizou-se uma andlise funcional e posicional de SNPs e outros tipos de
variacbes que possam ter ocorrido durante a evolucdo dessa graminea, inclusive
possivelmente durante sua domesticacdo, e aferir sobre suas possiveis consequéncias

morfofisioldgicas.

3.2. Objetivos especificos

De forma particularizada, esse estudo teve como objetivos (1) testar uma caracterizagéo
funcional de polimorfismos identificados em genotipos de um painel populacional de um
poliploide complexo genotipado pela metodologia de genotipagem-por-sequenciamento; (2)
predizer os efeitos moleculares desses polimorfismos de um poliploide de melhoramento
recente como a cana-de-aclcar; (3) avaliar a direcdo de selecdo em todo o genoma dos
individuos da populagdo ao longo da evolucdo da graminea, incluindo a domesticacao; (4)
encontrar assinaturas de selecdo através da identificacdo de regides gendmicas de reduzida
variabilidade com a aplicagdo da estatistica heterozigosidade combinada (Hp); e (5)
identificar grupos funcionais sob pressdo positiva de selecdo pela aplicacdo do Teste de
McDonald & Kreitman. As hip6teses motivadoras deste trabalho foram (1) a perda de
variabilidade genética nos gendétipos melhorados em relacéo aos ancestrais; (2) a existéncia de
evidéncia de selecdo purificadora em regides génicas; (3) e a evidéncia de selecdo em regides
e genes potencialmente envolvidos com processos importantes a planta. A partir dessas
evidéncias, espera-se ampliar o conhecimento do genoma desse poliploide, fornecendo
subsidios a futuros estudos ecoldgicos e, mais notoriamente, de melhoramento genético da

cultura.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Materiais vegetais e sequenciamento

4.1.1 Genotipos

Os individuos de Saccharum spp. utilizados neste trabalho sdo integrantes do Painel
Brasileiro de Gendtipos de Cana-de-Acgucar (PBGCA), composto por 266 genoétipos. Esse
painel € mantido em campo no Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Séo
Carlos, em Araras, estado de Sdo Paulo, que integra a RIDESA. Sua descri¢do fenotipica e
molecular esta presente no trabalho de Barreto et al. (2016).

Separou-se 0s genétipos em duas classes contrastantes no quesito de melhoramento
genético: genotipos ancestrais e gendtipos melhorados. Fazem parte do primeiro grupo os
seguintes individuos: representantes de S. robustum (nove gendtipos), S. sinensis (quatro), S.
barberi (cinco), S. officinarum (51), S. spontaneum (cinco), S. edule (um) e S. bengalensis
(um), hibridos de S. officinarum com S. spontaneum (trés), de S. officinarum com S. robustum
(dois), de S. officinarum com S. barberi (trés) e de S. spontaneum com S. bengalensis (um),
além de hibridos interespecificos de Saccharum spp. (dois), Erianthus spp. (seis) e um hibrido
de Erianthus spp. com Miscanthus spp., totalizando 93 gendtipos (Tabela 2). Do segundo
grupo, por sua vez, sdo constituintes os programas de melhoramento genético RB (83), SP
(33) e IAC (14), além de 43 cultivares originarios de outros 15 programas, apresentando 173

gendtipos no total (Tabela 3).
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TABELA 2 - Relagdo de geno6tipos ancestrais presentes no Painel Brasileiro de Gendtipos de
Cana-de-Acucar. Cada genotipo esté classificado de acordo com a espécie a qual pertence,

quando conhecida.

Gendtipo Discriminagao Genotipo Discriminacao
28NG289 S. robustum HJ5741 S. officinarum
57TNG12 S. robustum H. Kawandang Erianthus spp.
75//09 Erianthus Erianthus spp. 1J76-293 S. robustum
Agau S. sinensis 1J76-313 S. officinarum
Agoule S. barberi 1J76-314 S. robustum x S. officinarum
Ajax S. officinarum 1J76-317 S. officinarum
Akbar S. edule 1J76-318 S. robustum
Ar Chi S. sinensis 1J76-325 S. officinarum
Arundoid B Saccharum spp. 1J76-326 S. officinarum
Badila de Java S. officinarum 1J76-360 S. officinarum
Black Borneo S. officinarum 1J76-418 Red S. officinarum
Caiana Fita S. officinarum 1J76-560 S. officinarum
Caiana Listrada S. officinarum IM76-227 Erianthus spp.
Caiana Riscada S. officinarum IM76-228 S. robustum
Caiana Verdadeira S. officinarum IM76-229 S. robustum
Cana Alho S. officinarum IN84-103 S. officinarum
Cana Blanca S. officinarum IN84-104 S. robustum
Cana Manteiga S. officinarum IN84-105 S. officinarum
Cayana S. officinarum IN84-106 S. officinarum
Ceran Red S. officinarum IN84-117 S. robustum
Chin S. barberi IN84-46 S. officinarum
China S. officinarum IN84-58 S. spontaneum
Chunnee S. barberi IN84-73 Erianthus spp.
Creoula S. officinarum x S. barberi IN84-77 Erianthus spp.
Criolla Morada S. officinarum x S. barberi IN84-82 S. spontaneum
Criolla Rayada S. officinarum x S. barberi IN84-83 Erianthus spp.
Cristalina S. officinarum IN84-88 S. spontaneum
D11/35 S. officinarum IS76-155 S. officinarum
D152 S. officinarum Kavangira S. robustum x S. officinarum
D625 S. officinarum Krakatau S. spontaneum
EK28 S. officinarum Laukona S. officinarum
F76-1762 Miscanthus spp. x Erianthus spp. Louser S. officinarum
Flor de Cuba S. officinarum Mana 1l S. officinarum
Formosa S. officinarum Maneria S. sinensis
Ganda Cheni S. barberi Muntok Java S. officinarum x S. spontaneum

Green German S. officinarum MZz-151 S. officinarum
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Genotipo
NG21-17
NG21-21
NG57-221
NG57-50
NG57-6
NG77-18
Ragnar
Sabura

Sac.Offic. 8272
Sac.Offic. 8276
Sac.Offic. 8280

Discriminacéo
S. officinarum
S. officinarum
S. officinarum
S. officinarum x S. spontaneum
S. officinarum
S. officinarum
S. officinarum x S. spontaneum
S. officinarum
S. officinarum
S. officinarum
S. officinarum

Genotipo Discriminacéo
Sac.Offic. 284 S. officinarum
SES 205 A S. spontaneum
Uba Demerara S. sinensis
US57-141-5 S. robustum
US60-31-3 S. bengalensis
US85-1008 S. spontaneum x S. bengalensis
White Mauritius S. officinarum
White Pararia S. barberi
White Transparent S. officinarum
Zwart Manila S. officinarum

TABELA 3 - Relacdo de gendtipos melhorados presentes no Painel Brasileiro de Gendtipos

de Cana-de-AcgUlcar. Cada gendtipo estd classificado de acordo com o programa ao qual

pertence.
Genotipo Discriminacéo Genotipo Discriminacéo
CB36-14 Campos Brasil CP70-1547 Canal Point, EUA
CB36-24 _ CR72/106 Central Romf';m_a, Republica
Campos Brasil Dominicana
CB36-25 Campos Brasil F150 Florida, EUA
CB36-68 Campos Brasil F31-962 Florida, EUA
CB40-13 Campos Brasil F36-819 Florida, EUA
CB40-77 Campos Brasil H53-3989 Havai, EUA
CB41-76 Campos Brasil H59-1966 Havai, EUA
CB45-155 Campos Brasil IAC48-65 Instituto Agrondmico de Campinas
CB45-3 Campos Brasil IAC49-131 Instituto Agrondmico de Campinas
CB46-47 Campos Brasil IAC50-134 Instituto Agrondmico de Campinas
CB47-355 Campos Brasil IAC51-205 Instituto Agrondmico de Campinas
CB49-260 Campos Brasil IAC52-150 Instituto Agrondmico de Campinas
CB53-98 Campos Brasil IAC58-480 Instituto Agrondmico de Campinas
CIMCA77-316 Santa Cruz, Bolivia IAC64-257 Instituto Agrondmico de Campinas
CIMCAT77-318 Santa Cruz, Bolivia IAC68-12 Instituto Agrondmico de Campinas
Co0285 Coimbatore, india IAC82-2045 Instituto Agrondmico de Campinas
C0290 Coimbatore, india IAC82-3092 Instituto Agrondmico de Campinas
Co331 Coimbatore, india IAC83-4157 Instituto Agrondmico de Campinas
Co419 Coimbatore, india IAC86-2210 Instituto Agrondmico de Campinas
Co449 Coimbatore, india IAC87-3396 Instituto Agrondmico de Campinas
Co740 Coimbatore, india IAC91-1099 Instituto Agrondémico de Campinas
Co997 Coimbatore, india L60-14 Louisiana, EUA
CP51-22 Canal Point, EUA MALI Fiji
CP52-68 Canal Point, EUA NAb6-79 Norte Argentino
CP53-76 Canal Point, EUA NC0310 Natal-Coimbatore, Africa do Sul
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Gendtipo Discriminacéo Gendtipo Discriminagao
POJ161 Proefstation Oest Java, Indonésia  RB845239 Ridesa Brasil
P0J2878 Proefstation Oest Java, Indonésia  RB845257 Ridesa Brasil
Q117 Queensland, Australia RB845286 Ridesa Brasil
Q165 Queensland, Australia RB855002 Ridesa Brasil
Q70 Queensland, Australia RB855035 Ridesa Brasil
R570 Ilhas Reunido RB855036 Ridesa Brasil
RB721012 Ridesa Brasil RB855070 Ridesa Brasil
RB72199 Ridesa Brasil RB855077 Ridesa Brasil
RB72454 Ridesa Brasil RB855113 Ridesa Brasil
RB725053 Ridesa Brasil RB855156 Ridesa Brasil
RB725828 Ridesa Brasil RB855196 Ridesa Brasil
RB732577 Ridesa Brasil RB855206 Ridesa Brasil
RB735200 Ridesa Brasil RB855350 Ridesa Brasil
RB735217 Ridesa Brasil RB855357 Ridesa Brasil
RB735220 Ridesa Brasil RB855453 Ridesa Brasil
RB735275 Ridesa Brasil RB855463 Ridesa Brasil
RB736018 Ridesa Brasil RB855465 Ridesa Brasil
RB739359 Ridesa Brasil RB855511 Ridesa Brasil
RB739735 Ridesa Brasil RB855533 Ridesa Brasil
RB75126 Ridesa Brasil RB855536 Ridesa Brasil
RB765418 Ridesa Brasil RB855546 Ridesa Brasil
RB765480 Ridesa Brasil RB855563 Ridesa Brasil
RB785148 Ridesa Brasil RB855589 Ridesa Brasil
RB785750 Ridesa Brasil RB855595 Ridesa Brasil
RB805276 Ridesa Brasil RB855598 Ridesa Brasil
RB806043 Ridesa Brasil RB865214 Ridesa Brasil
RB815521 Ridesa Brasil RB867515 Ridesa Brasil
RB815627 Ridesa Brasil RB925211 Ridesa Brasil
RB815690 Ridesa Brasil RB925268 Ridesa Brasil
RB825317 Ridesa Brasil RB925345 Ridesa Brasil
RB825336 Ridesa Brasil RB92579 Ridesa Brasil
RB825548 Ridesa Brasil RB935744 Ridesa Brasil
RB83100 Ridesa Brasil RB965902 Ridesa Brasil
RB83102 Ridesa Brasil RB965917 Ridesa Brasil
RB83160 Ridesa Brasil RB966928 Ridesa Brasil
RB835019 Ridesa Brasil RB975148 Ridesa Brasil
RB835054 Ridesa Brasil RB975157 Ridesa Brasil
RB835089 Ridesa Brasil RB975184 Ridesa Brasil
RB835205 Ridesa Brasil RB975201 Ridesa Brasil
RB835486 Ridesa Brasil RB975242 Ridesa Brasil
RB835687 Ridesa Brasil RB975932 Ridesa Brasil
RB845197 Ridesa Brasil RB975952 Ridesa Brasil
RB845210 Ridesa Brasil RB975476 Ridesa Brasil
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Gendtipo Discriminacédo Gendtipo Discriminagao
RB002601 Ridesa Brasil SP79-6134 Copersucar (Sao Paulo)
RB002700 Ridesa Brasil SP79-6192 Copersucar (Sao Paulo)
RB002754 Ridesa Brasil SP80-1520 Copersucar (Sao Paulo)
SP70-1005 Copersucar (Sao Paulo) SP80-1816 Copersucar (Sao Paulo)
SP70-1078 Copersucar (Sao Paulo) SP80-1836 Copersucar (Sao Paulo)
SP70-1143 Copersucar (Sao Paulo) SP80-1842 Copersucar (Sao Paulo)
SP70-1284 Copersucar (Sao Paulo) SP80-180 Copersucar (Sao Paulo)
SP70-1423 Copersucar (Sao Paulo) SP80-185 Copersucar (Sao Paulo)
SP70-3370 Copersucar (Sao Paulo) SP80-3280 Copersucar (Sao Paulo)
SP71-1406 Copersucar (Sao Paulo) SP80-4966 Copersucar (Sao Paulo)
SP71-6163 Copersucar (Sao Paulo) SP81-1763 Copersucar (Sao Paulo)
SP71-6949 Copersucar (Sao Paulo) SP81-3250 Copersucar (Sao Paulo)
SP71-799 Copersucar (Sao Paulo) SP83-2847 Copersucar (Sao Paulo)
SP72-4928 Copersucar (Sao Paulo) SP83-5073 Copersucar (Sao Paulo)
SP77-5181 Copersucar (Sao Paulo) SP86-155 Copersucar (Sao Paulo)
SP79-1011 Copersucar (Sao Paulo) SP89-1115 Copersucar (Sao Paulo)
SP79-2233 Copersucar (Sao Paulo) SP91-1049 Copersucar (Sao Paulo)
SP79-2312 Copersucar (Sao Paulo) Tu71-7 Tucman, Argentina
SP79-2313 Copersucar (Sao Paulo)

4.1.2 Genotipagem-por-sequenciamento

Um subconjunto de gendtipos do PBGCA foi previamente genotipado através da
plataforma Sequenom iPLEX MassARRAY, como apresentado por Garcia et al. (2013). Mais
recentemente, foram obtidos dados de genotipagem-por-sequenciamento para todos 0s
individuos integrantes do painel, no Institute for Genomic Diversity (IGD), da Universidade
de Cornell, nos Estados Unidos da América.

Devido a natureza poliploide da cana-de-agUcar, duas estratégias foram empregadas
para aumentar a profundidade da cobertura de sequenciamento. Em primeiro lugar, optou-se
por realizar a digestdo gendmica com a enzima Pstl, a qual reconhece a sequéncia de seis
bases CTGCAG e tem corte raro. Assim, um numero menor de fragmentos genémicos foi
amostrado, de modo que a profundidade de cobertura por fragmento aumentou. Além disso,
cada biblioteca de sequenciamento contendo 96 individuos foi sequenciada em duas canaletas
(lanes) de um equipamento HiSeq, o que duplicou o nimero de leituras por individuo. Util
destacar que, com a abordagem de GBS, é importante escolher cuidadosamente a enzima de
restricdo e delinear apropriadamente o sequenciamento das bibliotecas (ELSHIRE et al.,
2011).
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4.1.3 Genoma de referéncia

Utilizou-se a montagem de referéncia do genoma do sorgo, versdo 2.1, que se encontra
publicada com sequéncias representando cromossomos inteiros. Esse genoma pode ser
encontrado na plataforma Phytozome (GOODSTEIN et al., 2012), do Joint Genome Institute.
Os dados estdo disponiveis desde a publicagdo do trabalho de Paterson et. al. (2009),

configurando-se como base para o encontro de polimorfismos no genoma da cana.

4.2 Metodologia

4.2.1 Alinhamento e genotipagem

Apos a realizagdo da genotipagem com a técnica GBS, foi necessaria a identificagdo
dos sitios variantes. Inicialmente, as leituras brutas foram separadas de acordo com as
sequéncias dos barcodes, através do script GBS barcode splitter, disponivel em Source Forge
(2016). Em seguida, as leituras de cada gendtipo do PBGCA foram alinhadas contra o
genoma de referéncia do sorgo. Utilizou-se para tanto o programa BWA MEM (LI, 2013),
mantendo-se o valor padrdo para todos os parametros.

A chamada inicial de SNPs e demais tipos de variacdes foi realizada com o software
FreeBayes (GARRISON & MARTH, 2012), considerando as seguintes op¢Oes: apenas
variantes bialélicos (--use-best-n-alleles 2); inclusdo de sitios monomorficos nos individuos
do painel, porém polimorficos em relagdo a sequéncia de referéncia do sorgo (--use-reference-
allele); uso de leituras repetidas, visto que mdltiplas sequéncias de GBS tém inicio em
posi¢cBes comuns, oriundas dos pontos de corte da enzima (--use-duplicate-reads); e auséncia
de informacdo a priori sobre a populacdo (--no-population-priors). Importante destacar que
esse software teve a vantagem de detectar locos variantes fixados e polimorficos no painel de
cana-de-agUcar e espécies correlatas, possibilitando a aplicagdo de testes comparativos entre
as duas classes.

Por fim, empregou-se uma adaptacdo do software SuperMASSA, desenvolvido para
uso em dados das plataformas Illumina GoldenGate e Sequenom Iplex MassARRAY, a
abordagem da genotipagem por GBS. Tal metodologia tem como objetivo estimar com
acurécia a abundancia relativa de alelos diferentes, mesmo quando a ploidia da populagdo é
desconhecida (MOLLINARI & SERANG, 2014). Com tal estratégia foi possivel obter dados

quantitativos da dosagem alélica de cada SNP. As contagens dos alelos de referéncia e
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alternativo foram assim empregadas para determinar a ploidia mais provavel de cada loco,
bem como o gendtipo quantitativo de cada individuo. Foram testados niveis de ploidia
variando de dois a 20, sendo que apenas valores estimados entre seis e 14 foram mantidos.
Além disso, tolerou-se a presenca de até 50% de dados perdidos por sitio. Desta forma foi
obtida uma tabela de gendtipos adequada ao célculo de estatisticas genémicas populacionais

para essa espécie poliploide.
4.2.2 Anotacdo dos sitios variantes por posi¢ao e funcao

As posicOes variantes detectadas através da estratégia de GBS foram inicialmente
anotadas quanto a sua posi¢do e aos seus potenciais efeitos moleculares, isto é, caracterizadas
de acordo com a regido genémica em que se inserem e a classificagdo funcional descrita por
CINGOLANI et al. (2016). Para tanto, foi empregado o software SnpEff. Tal caracterizacdo
teve como objetivo fornecer informacdes a respeito da natureza dos sitios polimorficos
identificados pela técnica de genotipagem-por-sequenciamento em cana-de-agucar, bem como
fornecer subsidios para investigacdes a respeito de regides potencialmente enriquecidas com
determinado tipo de variacéo.

Os outputs gerados pelo programa apresentaram-se em documentos de natureza
exploratéria, que incluem descricdes sobre as possiveis consequéncias moleculares dos
poliformismos e sua distribuicdo ao longo do cromossomo, e em tabelas com as anotagdes por
tipo e regido e com as trocas de bases e aminodcidos, discriminadas por posicdo e por gene,
guando foi o caso. Foram utilizados os documentos em formato VCF e TXT para sua
manipulacdo por meio de scripts originais produzidos na linguagem R. Essa compreende um
ambiente de desenvolvimento integrado para analise de dados, ajuste de modelos estatisticos e
construcao de graficos (R, 2016).

O banco de dados anotado foi carregado a partir da funcdo readVcf e a discriminagao
de variantes por gendétipos e por posi¢do, bem como suas anotagdes funcionais, foram
acessadas pelas fungdes geno, rowRanges e info, respectivamente. Todas essas operacoes
ocorreram com 0 uso do pacote VariantAnnotation (OBENCHAIN et al., 2014). Alem disso,
foi calculada a correlagdo entre 0 nimero de locos polimorficos e o nimero de genes por

cromossomo do S0orgo.
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4.2.3 Distribuicdo de frequéncias alélicas por classe funcional e por grupo de gendtipos

Apbs a caracterizacdo posicional e funcional dos sitios variantes detectados,
estatisticas de genética de populagGes foram obtidas para cada polimorfismo a partir dos
dados genotipicos dos individuos do PBGCA. Tais estatisticas oferecem evidéncias a respeito
de diversos fendmenos evolutivos, com destaque para 0s eventos seletivos.

Uma dessas estatisticas € a frequéncia alélica, que descreve a presenca relativa de um
alelo para um loco em um grupo de individuos, podendo evidenciar os mais diferentes
processos populacionais e evolutivos (LUIKART et al., 1998). Seu uso nesse trabalho se
justifica no fato de, comparando o grupo ancestral com o grupo melhorado ou simplesmente
observando a distribuicdo de classes funcionais dos locos anotados em todo o painel, ser
possivel aferir como se comportaram as propor¢des alélicas durante a evolucdo provocada
pelas selecBes artificial e natural. Em posse dessa comparacdo, é possivel se obter alguns
indicios de selecdo positiva, negativa e neutra. Nao obstante, & importante ressaltar que essa
analise é de natureza exploratéria. Ela teve como objetivo comparar as classes funcionais
quanto a maior ou menor incidéncia de frequéncias alélicas extremas, isto é, variacfes raras
ou préximas a fixag&o.

Para tal, uma andlise grafica foi produzida empregando-se o pacote ggplot2
(WICKHAM, 2011) por meio da contagem de locos distribuidos em janelas de frequéncias
alélicas. Foram definidos intervalos equidistantes de frequéncias, sendo as janelas espacadas
em 2,5%. Em seguida, a distribuicdo dos locos foi obtida pela simples contagem dos sitios
presentes em cada janela de frequéncia alélica.

Com base nisso, foram discriminadas as frequéncias alélicas para trés grupos de
classes: (1) de efeito alto, moderado, baixo e modificador; (2) regides genémicas UTR, up e
dowstream, intergénica, de splicing, de transcricdo e intron; e (3) pelos tipos mutacionais
sinbnimo, de sentido trocado e sem sentido. Essa analise teve como objetivo identificar
variacOes na distribuicdo das frequéncias alélicas, fornecendo as possiveis evidéncias seletivas

citadas.
4.2.4 Teste de evolucdo adaptativa por classe de ontologia génica

Além da distribuicdo das frequéncias alélicas por classe de efeito e de regido de
insercdo, é interessante investigar genes com evidéncias de selecdo e relaciona-las as suas
possiveis consequéncias morfofisioldgicas. Nesse contexto, empregou-se o teste de McDonald
& Kreitman (1991) para aferigdes por gene.
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Como esse teste contrasta variacdes fixadas e polimorficas, procedeu-se com um
script em R separando a matriz inicial em duas matrizes com os sitios variantes discriminados
por transcrito. A primeira matriz englobou todas as variagdes filtradas com frequéncia do
alelo alternativo superior a 1%, enquanto a segunda matriz reuniu apenas as variacdes fixadas,
com frequéncia alélica superior a 99%. Ambas foram anotadas funcionalmente pelo uso
individual do programa SnpEff, quantificando-se as variages sinGnimas e ndo-sindnimas em
cada uma. Em posse de documentos gerados para as anotacdes por transcrito, foi possivel
discriminar, por diferenca entre as duas matrizes, 0 nimero de sitios variantes polimorficos e
fixados, sinbnimos e ndo sindnimos, por gene. Foram também obtidos novos relatérios de
andlises exploratdrias desses conjuntos de dados pelo software SnpEff.

O conjunto de polimorfismos aqui utilizados resultou em numero pequeno de
mutac¢des sinbnimas ou ndo sindnimas para muitos dos genes anotados no genoma do sorgo, o
que reduziu o poder estatistico dos testes. Assim, procedeu-se agrupando os genes anotados
com termos em comum do Gene Ontolog e, em seguida, aplicou-se o teste de McDonald &
Kreitman por termo ontolégico, utilizando todos os polimorfismos presentes nos genes assim
agrupados. Primeiro obteve-se o indice de neutralidade (NI) e, em caso de seu valor ter sido
inferior a um (indicando selecdo positiva), calculou-se o parametro a, que informa a
proporcao de substituices que sofreram selecdo direcional.

Considerando a ocorréncia de falsos positivos em mdaltiplos testes, utilizou-se a
metodologia de correcdo baseada na taxa de falsas descobertas (false dicovery rate — FDR).
Esse € um método estatistico utilizado em testes de mdultiplas hipdteses que controla a
proporcdo esperada de hipoteses nulas incorretamente rejeitadas (STOREY, 2002). Isso foi
feito a partir do pacote fdrtool (STRIMMER, 2008), obtendo-se os valores q a partir dos
valores p para cada termo GO.

Sendo a hipotese de nulidade (H,) ndo haver evidéncia de selecdo (NI = 1) e a
hipotese alternativa (Ha) haver evidéncia de selecdo (NI # 1), foram considerados
significativos aqueles termos que apresentaram valor g inferior a 0,05, ou seja, que desviaram
significativamente do esperado sob o nivel de confianga de 5%. A partir de tal apuracéo,
procedeu-se com a investigacdo dos termos significativos a partir da plataforma Gene

Ontology e, entdo, morfofisioldégica com base na literatura.
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4.2.5 ldentificagéo de assinaturas de sele¢édo

A investigacdo por assinaturas de selecdo deu-se com o calculo da estatistica Hp a
partir da criacdo de uma funcdo prépria e sua aplicacdo em script na linguagem R. As
estimativas dessa heterozigosidade combinada foram obtidas para janelas genémicas de 40
Kpb distribuidas ao longo dos dez cromossomos do sorgo. Com a finalidade de investigar
essas regibes com maior resolucdo, as janelas foram sobrepostas em passos de 20 Kpb,
conforme sugerido por Rubin (2010). Apenas janelas com cinco ou mais polimorfismos foram
consideradas.

Tomou-se como hipétese de nulidade a heterozigosidade combinada da regido ser
igual ou maior que a encontrada em outras regides do cromossomo, ou seja, de ndo haver
reducdo da variabilidade alélica, enquanto a hipotese alternativa foi de a heterozigosidade
combinada ser inferior & encontrada nas demais janelas do cromossomo. Para avaliar a
significancia dos valores de Hp, procedeu-se com testes de 10.000 permutacBes por janela,
realizados igualmente em scripts originais, observando quantas estimativas eram menores ou
iguais a obtida a fim de se auferir valores p. Esses resultados foram ajustados em valores q
pelo método do FDR com o uso do pacote fdrtool. O indice de significancia empregado para a
identificacdo das regiGes gendmicas foi de 5%.

Para enriquecer a analise das regides gendmicas identificadas, as janelas significativas
foram comparadas com uma base de dados de QTLs de cana-de-aglicar mapeados em sorgo,
disponivel no Comparative Saccharine Genome Resource (ZHANG et al., 2013). Essa base
retne resultados para caracteres como dias para floragcdo, crescimento da planta, massa do
colmo, contetdo de aglcar (aumento, diminui¢cdo ou variacdo em ambas as direcdes), teor de
fibra, teor de cinzas e POL (porcentagem de sacarose aparente no mosto, determinada pelo
desvio provocado pela solugdo no plano da luz polarizada).

Assim, procurou-se contrastar as posi¢oes dos QTLs previamente identificados com as
regibes de heterozigosidade combinada significativamente reduzida. Tal analise teve como
objetivo buscar fontes de evidéncia adicional que pudessem corroborar os resultados aqui
obtidos.

Uma analise objetivando o encontro de genes candidatos foi realizada procurando-se
0s transcritos inseridos nas regides detectadas do genoma do sorgo. Para tal, foi utilizado o
visualizador IGV (Interative Genomics Viewer), que facilita o estudo de sequéncias nas
regides de um genoma de interesse compilando-se a sequéncia do genoma em formato
FASTA com a anotacdo génica da espécie em formato BED (ROBINSON et al., 2011a). O
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primeiro arquivo foi prontamente obtido por meio da plataforma Phytozome, ao passo que o
segundo foi inicialmente adquirido nessa em formato GFF3 e, posteriormente, convertido em
formato BED pelo programa BEDOPS (NEPH et al., 2012). A partir da sequéncia dos
transcritos anotados nas janelas significativas, buscaram-se suas possiveis funcdes com base
no alinhamento de cada sequéncia na plataforma BLASTn do NCBI (National Center for
Biotechnology Information), dos Estados Unidos da América (NCBI, 2013), baseando-se nos
parametros de cobertura e identidade (cerca de 70% ao menos para cada). Finalmente, suas
possiveis consequéncias de natureza molecular, morfoldgica e/ou fisioldgica no

desenvolvimento da graminea foram investigadas a partir de pesquisas na literatura.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Anotacao funcional e posicional dos sitios variantes
5.1.1 Descricéo dos locos e classificacdo por posi¢ao

O software SnpEff foi utilizado para anotar 104.861 sitios variantes em todo o conjunto
de dados analisado, o que corresponde a um loco variante a cada 6.278 pares de bases, em
média. Desses polimorfismos, 99.291 (94,69%) foram SNPs, 2.116 (2,02%) insercdes, 1.658
(1,58%) delegbes e 1.796 (1,71%) foram anotados em outras classificagdes, como mistas de
classes anteriores. E relevante destacar que, devido a natureza da metodologia de GBS, a
distribuicdo dos polimorfismos no genoma néo foi uniforme, uma vez que sua amostragem ¢
enviesada, com grande concentracdo de sitios variantes em algumas regides em detrimento de
outras. A relacdo dos dez cromossomos do sorgo, seu comprimento sequenciado, 0 nimero de
genes anotados e o nimero de locos variantes encontrados neste trabalho esta disponivel na
Tabela 4.

TABELA 4 — Numero locos variantes no Painel Brasileiro de Geno6tipos de Cana-de-Acucar,
por cromossomo do sorgo. O comprimento dos cromossomos, em pares de bases, € 0 niUmero
de genes correspondem a versdo 2.1 da sequéncia de referéncia do genoma de Sorghum

bicolor.

e EEaTE Comprimento  Numero de Si_tios
(pb) genes variantes
1 73.727.935 5.447 18.399
2 77.694.824 4.317 13.742
3 74.408.397 4.461 14.680
4 67.966.759 3.599 11.530
5 62.243.505 2.322 6.301
6 62.192.017 2.822 9 450
7 64.263.908 2.277 7341
8 55.354.556 1.933 6.430
9 59.454.246 2.610 8.052
10 61.085.274 2.801 8.936

TOTAL 658.391.421 32.589 104.861
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Foi observada uma alta correlagdo (r = 0,9938, p = 1,39 x 10~11) entre o nimero de
genes por cromossomo do sorgo e o nimero de sitios variantes anotados (Tabela 4, Figura 1).
Tal resultado provavelmente indica que a técnica GBS amostrou preferencialmente as regides
génicas a propria sensibilidade a regiGes hipometiladas. Além disso, esse fato corrobora
evidéncias de conservagédo da sequéncia em regides ndo repetitivas entre 0 sorgo e a cana-de-
acucar (WANG et al., 2010).

5000+

4000+

3000+

Nimero de genes

2000+
10000 15000
Numero de sitios variantes

FIGURA 1 — Relacdo entre o numero de sitios variantes detectados em cana-de-agucar € 0

namero de genes anotados por cromossomo do sorgo.

No que se refere a anotacdo dos SNPs, foi observada uma taxa de transicdo por
transversdo de 1,69. Essa razdo € geralmente pouco variavel entre populac6es de uma espécie,
podendo também ser discriminada para regides especificas do genoma. Dessa forma, é Util
como indicador de qualidade de dados, além de possibilitar o estabelecimento de estudos
filogenéticos entre sequéncias. Em cana-de-acUcar ndo ha tal descricdo disponivel na
literatura, o que provavelmente se deve a dificuldade de estudos gendmicos com esse
poliploide. De qualquer maneira, é usual que transigdes superem transversdes na maioria dos
casos, havendo algumas excecOes bastante especificas, como no caso de comparacdo de
algumas sequéncias de DNA bacteriano ou mitocondrial (KELLER, 2007; SUTRISNO,
2012).

Bomblies & Doebley (2016) apresentaram estimativas da taxa de transicdo por
transversdo a partir de 1,96 para espécies da tribo Andropogoneae. E (til observar que as

comparacOes entre sorgo e cana-de-agucar e entre individuos de cana envolvem gendtipos
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evolutivamente mais aparentados do que aquelas entre as diversas espécies da tribo, o que
pode influenciar o valor da relacéo.

Anotadas de acordo com a regido em que se inseriam, as variacbes concentraram-se
nas regides exodnica (30,01%), na proximidade de genes (48,38%, sendo 28,37% em posicoes
downstream e 20,01% upstream desses), intrénica (10,16%) e regides ndo traduzidas (UTRS)
3’ (2,77%) e 5° (1,75%) - acumulando 4,52% nessas duas ultimas (Figura 2). Como pode ser
observado por esse resultado, os locos variantes concentraram-se em regides génicas e, mais
notoriamente, em regiBes transcritas. Esse fato ja era esperado, novamente, pela natureza da
técnica GBS. Porém, é importante ressaltar que a predominéncia das mutacfes nessas
posicOes favorece o estudo da acdo da selecdo natural e durante 0 melhoramento genético da

cultura.
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FIGURA 2 - Distribuicdo dos locos variantes do Painel Brasileiro de Gendtipos Cana-de-
Acucar, classificados pelo SnpEff de acordo com sua posi¢do gendmica. Foi anotado um total
de 104.861 polimorfismos, detectados a partir da genotipagem por sequenciamento utilizando

0 genoma do sorgo como referéncia.

Apos a filtragem dos dados, com a remogdo de locos com frequéncia do alelo
alternativo inferior a 1%, o nimero de sitios variantes foi reduzido a 34.262, totalizando
32,67% do conjunto original. Esse resultado demonstrou a predominéncia de variantes de
baixa frequéncia, algo esperado em um genoma altamente heterozigoto, como o de um
poliploide (JANOO et al., 2007), embora seja importante frisar que, por ser um painel amplo,
foram amostrados alelos raros. Embora a deriva genética tenha uma forte agdo sobre a eroséo
de alelos mutantes, a selecdo, positiva ou negativa, pode ter maior dificuldade em fixar um
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alelo novo ou elimina-lo em uma espécie de alta ploidia. Levanta-se a hipoGtese de que isso
seja especialmente verdadeiro em um genoma complexo, com presenca de hibridagoes
interespecificas e eventos de aneuploidia em sua historia evolutiva, como é o caso da cana-de-
acucar, além dos programas de melhoramento da cultura serem recentes, 0 que favorece a
ocorréncia de variabilidade.

Destaca-se que a natureza das variagcbes (se SNP ou indel) ndo sofreu grande
alteracdo, com 91,43% do primeiro tipo e 5,28% do segundo. Também ndo se observou
diferenca na razdo entre transicGes e transversdes entre as duas situacfes, que continuou
aproximadamente em 1,69, ou no que se refere a sua distribuicdo nas regides genémicas
(Figura 3).
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FIGURA 3 - Distribuicdo por regido gendmica dos sitios variantes filtrados, realizada pelo
SnpEff, no Painel Brasileiro de Gendtipos de Cana-de-Acucar. Os locos filtrados incluem

apenas aqueles com frequéncia do alelo alternativo superior a 1%.

Por fim, foram identificados 4.461 sitios com alelos fixados (frequéncia alélica
superior a 99%), o que corresponde a apenas 13,02% das variacOes filtradas. Mais uma vez,
foram pequenas as diferencas em relacdo & natureza das variagdes (89,35% SNP e 5,67%
indel) e a taxa de transicdo e transversao (1,66 nesse caso), em comparagdo com o conjunto de
dados antes da filtragem para alelos fixados. Por outro lado, a distribuicdo de mutacGes por

regiao apresentou diferencas, embora de maneira pouco distintiva (Figura 4).
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FIGURA 4 - Distribuicdo dos variantes fixados por regido gendmica, realizada pelo SnpEff,
no Painel Brasileiro de Gendtipos de Cana-de-agUcar. Os locos fixados incluem apenas

aqueles com frequéncia alélica superior a 99%.

Comparado aos dados filtrados pela frequéncia do alelo alternativo, houve a redugéo
da proporcdo de variantes exénicos (de 27,67% para 23,25%), ao passo que aumentaram oS
polimorfismos intrénicos (11,45% para 13,54%) e intergénicos (6,48% para 7,93%).
Possivelmente, isso se deve ao fato de mutagfes que ocorrem nas duas ultimas regides, por
ndo serem transcritas (e, portanto, traduzidas), serem mais brandas quanto a seus efeitos. Por
esse motivo, durante 0 melhoramento da cana, essas variagfes poderiam ter sofrido menor

pressao de selecdo, como serd melhor discutido a seguir.

5.1.2 Classificacao de polimorfismos por efeito

Sobre 0os SNPs no conjunto de dados bruto, foi observada uma taxa de mutac6es ndo-
sinbnimas por sinénimas (w) de 1,69 (Tabela 5). Considerara-se que 0s programas de
melhoramento genético da cana sejam recentes, com efeito de favorecer a ocorréncia de
variabilidade. Adicionalmente, € importante ressaltar que o0 PBGCA reune principalmente
cultivares e gendtipos melhorados, de modo que a pressao seletiva possa ter elevado a razdo w

propriamente utilizada para locos fixados.
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TABELA 5 - Classificacdo de SNPs em dados brutos, filtrados (frequéncia do alelo
alternativo superior a 1%) e fixados (frequéncia alélica superior a 99%) nos tipos nao-
sindnimo, sindnimo e sem sentido, realizada pelo SnpEff, no Painel Brasileiro de Gendtipos

de Cana-de-Acucar.

Tipo de polimorfismo Dados brutos  Dados filtrados  Dados fixados

N&o-sindnimo 45.443 (61,95%) 11.259 (52,11%) 945 (39,49%)
Sem sentido 1.115 (1,52%) 178 (0,82%) 3 (0,13%)

Sindnimo 26.798 (36,53%) 10.168 (47,06%) 1.445 (60,38%)

Total 73.356 (100,00%) 21.605 (99,99%) 2.393 (100,00%)

Embora haja evidéncia de selecdo direcional, é importante frisar que possivelmente
houve uma selecdo purificadora contra mutacGes de maior impacto na estrutura das proteinas,
0 que pode ser notado pela baixa presenca de variagOes de efeito alto, segundo a classificacdo
de Cingolani et al. (2016) (Tabela 6). Esse fendmeno pode ser explicado pelo fato de a cana-
de-acucar ter sofrido selecdo fenotipica durante seu melhoramento, consciente ou
inconscientemente, para obtencdo de genotipos com caracteristicas desejaveis. Nesse
contexto, mutagdes favoraveis de pequeno efeito podem ter sido acumuladas gradativamente
pela selecdo artificial durante diversas geracdes. Mutacdes de efeito mais drastico, porém,
teriam sido frequentemente eliminadas, seja pela sele¢do natural, seja pela selecédo artificial,
pelo seu provavel efeito deletério. Como aponta Ahloowalia et al. (2004), é muito pouco
provavel que a mudanca radical da estrutura de uma proteina acarrete em uma maior
eficiéncia metabdlica, uma vez que esse fato depende de um ajuste global em uma rota

bioquimica, na qual estdo envolvidas diversas moléculas e seus genes precursores.
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TABELA 6 - Classificacdo de variagbes em dados brutos, filtrados (frequéncia do alelo
alternativo superior a 1%) e fixados (frequéncia alélica superior a 99%) no Painel Brasileiro
de Gendtipos de Cana-de-Acucar de acordo com a magnitude predita de seu efeito. Sitios
variantes foram classificados pelo SnpEff nas categorias de efeito alto, moderado, baixo e

modificador, podendo um mesmo polimorfismo apresentar mais de uma classificacéo.

Efeito predito Dados brutos Dados filtrados Dados fixados

Alto 2.629 (1,05%) 571 (0,70%) 15 (0,14%)
Moderado  46.691 (18,59%)  12.021 (14,67%)  1.569 (14,52%)
Baixo 29.080 (11,58%)  11.036 (13,47%)  1.047 (9,69%)

Modificador ~ 172.781 (68,79%)  58.295 (71,16%)  8.177 (75,66%)

Comparando-se as anotacdes oriundas de dados filtrados pela frequéncia do alelo
alternativo com aquelas dos dados brutos, os efeitos preditos por magnitude foram
sensivelmente afetados. Houve uma ligeira queda entre os efeitos alto e moderado (que eram
19,64% e passaram a 15,38%) e consequente aumento dos efeitos baixo e modificador (de
80,37% para 84,63%) (Tabela 6). Nota-se uma tendéncia a eliminacdo das mutagdes de efeito
mais agressivo, 0 que seria esperado pelo fato de elas tenderem a ser raras. Ressalta-se que se
justifica a eliminacdo de tais locos variantes das andlises subsequentes pela dificuldade de
diferencia-los de erros de sequenciamento, embora diferencas nas dosagens alélicas possam
ser percebidas.

Maior alteracdo ocorreu na classificagdo dos SNPs quanto aos tipos silencioso, sem
sentido e de sentido trocado (Tabela 5). Enquanto os tipos mais agressivos (sem sentido e de
sentido trocado) sofreram consideravel reducdo (passando de 1,52% para 0,82% e de 61,95%
para 52,11%, respectivamente), as mutacdes silenciosas subiram de 36,53% para 47,06%.
Como consequéncia, a razdo w reduziu-se a 1,11. Essa queda de evidéncia de sele¢do positiva
reforca a comum tendéncia de selecdo purificadora em regides génicas, majoritarias nas
anotacoes.

Considerando os locos fixados, o0 numero de variagdes consideradas mais impactantes
na estrutura ou fungdo proteicas foi um pouco mais reduzido. As mutagdes de efeito alto e
moderado sairam de um patamar de 15,38% e foram a 14,66%, enquanto as de efeito baixo e
modificador deslocaram-se de 84,63% para 85,35% (Tabela 6). Similarmente, as mutacfes
sem sentido reduziram-se de 0,82% para 0,13% e as de sentido trocado de 52,11% para
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39,49%, levando ao consequente aumento da propor¢do de sitios variantes de tipo silencioso
de 47,06 para 60,38% (Tabela 5).

Em regides génicas, como discutido, € natural que os locos variantes de menor efeito
fixem-se em maior propor¢do. Como observado, comparando-se com o conjunto de dados
anterior, houve uma intensa reducdo de polimorfismos de maior efeito. Sendo assim, espera-
se observar uma selecdo purificadora (negativa) para a maioria desses locos, o que pdde ser
verificado pelo valor de w igual a 0,65, bastante inferior ao observado para o conjunto de
todos os locos.

A relacdo discriminada das anotagdes funcional e posicional dos dados brutos,

filtrados e fixados esta disponivel nos Anexo I.

5.2 Efeito das classes de polimorfismos sobre a distribuicao das frequéncias alélicas

5.2.1 Classificacdo quanto a magnitude dos efeitos

A Figura 5 apresenta as distribuicdes das frequéncias do alelo alternativo para os locos

classificados de acordo com a magnitude predita de seus efeitos no conjunto completo de
genotipos do PBGCA.
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FIGURA 5 - Distribuigdo da frequéncia do alelo alternativo para locos variantes classificados
de acordo com a magnitude de seus efeitos. Dados referentes aos 266 gendétipos do Painel

Brasileiro de Genotipos de Cana-de-Acucar.
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Entre a faixa de frequéncias do alelo alternativo entre 10 e 90%, ndo houve uma
diferenca expressiva entre as diversas classes, visto que os polimorfismos tiveram frequéncia
inferior a 10% para todas as classes. Assim, maior atencdo é dada aos polimorfismos de
frequéncia mais rara e préximos de serem fixados.

No que se refere a ocorréncia de mutacdes de efeito alto, houve uma predominéncia das
raras, com frequéncia alélica inferior a 10%. Sua presenca diminuiu rapidamente, saindo de
um patamar de cerca de 45% para locos em que o alelo alternativo teve frequéncia entre 0 e
2,5%, para 5% no caso de locos entre 7,5 a 10%. Isso indica que essas mutacfes sao
normalmente deletérias, de modo que tendem a ser mantidas em frequéncias mais baixas.

Em contrapartida, é notavel a alteragdo de posicao entre as mutacoes de efeito moderado
com as de efeitos baixo e modificador para polimorfismos situados nos extremos das
frequéncias do alelo alternativo. Tais resultados também eram esperados pelos motivos
similares aos expostos para as mutagdes de tipo alto.

Sabendo-se que esse possivel processo purificador ocorreu, provavelmente, pela acdo
da domesticacdo e do melhoramento genético da cultura, mostra-se atil analisar uma
comparacgado para os tipos de efeito entre os grupos genotipicos ancestral e melhorado (Figuras
6e7).
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FIGURA 6 — Distribuicdo da frequéncia do alelo alternativo de 0 a 10% para locos variantes
classificados de acordo com a magnitude de seus efeitos. Dados referentes aos grupos

genotipicos ancestral e melhorado do Painel Brasileiro de Geno6tipos de Cana-de-Acucar.
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FIGURA 7 — Distribuicdo da frequéncia do alelo alternativo de 90 a 100% para locos
variantes classificados de acordo com a magnitude de seus efeitos. Dados referentes aos
grupos genotipicos ancestral e melhorado do Painel Brasileiro de Gendtipos de Cana-de-
Acucar.

Os resultados parecem confirmar a acdo da selecdo artificial provocada pelo
melhoramento genético da cana-de-aglcar sobre as mutacdes. Os gendtipos melhorados
apresentaram mais mutacdes de efeito alto fixadas. Para os efeitos baixo e modificador, nota-
se que tanto mutacBes mais raras quanto as fixadas foram mais frequentes nos gendtipos
melhorados do que nos ancestrais, indicando perda de variabilidade genética. Ocorreu apenas
pequena variagdo nas frequéncias intermedirias do alelo alternativo.

Considerando a tendéncia exposta, € licido dizer que as mutacdes de efeito alto e
moderado que se fixaram ou apresentaram frequéncia préxima da fixagdo, embora
representem uma pequena parcela do total dessas variagdes, provavelmente sdo
evolutivamente favoraveis. Ao longo do melhoramento da cana-de-acUcar, essas variagoes
foram positivamente selecionadas no genoma como um todo. Pelo mesmo raciocinio,
procederam-se as mutacOes de efeitos mais brandos. Isso reforca a hipotese de que a selecéo
artificial apresentou o carater duplo de selecionar em oposicao aos estados de caracteres de
maior agressividade, a0 passo que apurou caracteristicas vantajosas. Importante considerar

que essa é uma analise do genoma como um todo, e ndo de regides génicas em especifico.
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5.2.2 Classificacdo quanto a alteracao na estrutura da proteina

Os resultados apresentados na sec¢do anterior sdo similares para as frequéncias alélicas
dos polimorfismos em regides codantes, classificados entre os tipos silencioso, de sentido
trocado e sem sentido, embora mais marcantes nessa (Figura 8). Considerando-se em grau de
potencial pertubacdo funcional em ordem decrescente as mutagdes sem sentido, ndo-
sinbnimas e sindnimas, esperava-se uma reducdo proporcional entre essas frequéncias ao
longo da distribuicdo. De fato, isso aconteceu, sendo a maioria das mutacfes do tipo sem
sentido de frequéncia rara, seguidas do tipo nédo-sinénimo e, por fim, do tipo sindnimo,
alterando-se a ordem completamente para as fixadas.

Também era esperada uma pequena ocorréncia das frequéncias alélicas intermediarias
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do alelo alternativo, o que foi constatado, reafirmando os resultados da classificacdo dos locos

quanto a magnitude do efeito.

FIGURA 8 - Distribuicdo da frequéncia do alelo alternativo para locos variantes classificados
de acordo com a alteracdo na estrutura da proteina. Dados referentes aos 266 genotipos do

Painel Brasileiro de Gendtipos de Cana-de-Acucar.

Contrastando-se 0s dois grupos genotipicos em questdo quanto aos tipos sinénimo e
ndo-sinénimo (Figuras 9 e 10), esperava-se encontrar evidéncia semelhante a descrita para 0s
efeitos alto, moderado, baixo e modificador. Os resultados obtidos confirmaram essa
premissa, fortificando o argumento evolutivo apresentado. Os genotipos melhorados
apresentaram maior propor¢do de mutagOes fixadas, tanto para a classe de mutagOes
sinbnimas, como para de ndo sindnimas. Adicionalmente, os gendtipos melhorados

apresentaram mais mutacGes sinénimas de baixa frequéncia do que o0s ancestrais,
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provavelmente refletindo perda de variabilidade genética. Esse fato tem importantes
implicacGes para programas de melhoramento genético, devido a perda de variabilidade apos
diversos ciclos de selecdo, muitas vezes a partir de cruzamentos envolvendo genitores de base
genetica estreita. Isto reforca a necessidade de introgressao de novos gendtipos para uso como

genitores.
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FIGURA 9 — Distribuicdo da frequéncia do alelo alternativo de 0 a 10% para locos variantes
classificados de acordo com a alteragdo na estrutura da proteina. Dados referentes aos grupos

genotipicos ancestral e melhorado do Painel Brasileiro de Genétipos de Cana-de-Acgucar.
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FIGURA 10 — Distribuicdo da frequéncia do alelo alternativo de 90 a 100% para locos
variantes classificados de acordo com a alteracdo na estrutura da proteina. Dados referentes
aos grupos genotipicos ancestral e melhorado do Painel Brasileiro de Genotipos de Cana-de-

Acucar.
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5.2.3 Regides gendmicas

Tendo-se em vista que a analise considerou as anotagdes funcionais do genoma de
forma global até o momento, mostra-se Util uma abordagem discriminando-se as regioes
gendbmicas, seja apenas quanto a incidéncia das alteracBes (Figuras 11 e 12), seja
contrastando-se os efeitos, com destaque para as regides génicas.
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FIGURA 11 - Distribuicdo da frequéncia do alelo alternativo de 0 a 10% para locos variantes
classificados de acordo com as regides gendmicas intergénica, intronica, de splice, exonica,
up e dowstream e UTR. Dados referentes aos 266 gen6tipos do Painel Brasileiro de Gendtipos

de Cana-de-Acucar.
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FIGURA 12 - Distribuicdo da frequéncia do alelo alternativo de 90 a 100% para locos
variantes classificados de acordo com as regides gendmicas intergénica, intrénica, de splice,
exonica, up e dowstream e UTR. Dados referentes aos 266 genétipos do Painel Brasileiro de

Genotipos de Cana-de-Agucar.

Analisando-se as mutacgdes raras, é possivel se discriminar principalmente trés grupos
posicionais quanto a passividade de evolucdo adaptativa. Em maior proporcéo estdo os mais
suceptiveis de sofrer pressdes seletivas, as regides codantes (exoOnica), de splice e up e
downstream. Esse resultado contrasta-se com a menor frequéncia dessas mesmas regides no
caso das mutacdes fixadas. Observa-se, pois, a tendéncia evolutiva de selecdo purificadora
para as alteracbes que ocorrem em regides mais diretamente envolvidas com a sintese
proteica. Justifica-se 0 agrupamento dessas por duas delas serem génicas de acdo direta no
transcrito (a exOnica afeta a codificacdo do peptideo enquanto a de splice afeta seu
processamento) e uma ser intimamente ligada a expressao génica (up e downstream, por seu
possivel papel regulatério).

Um segundo grupo, de comportamento intermediario, € o0 que reune duas regides de
sensibilidade igualmente intermediaria quanto a evolucdo adaptativa. Essas regides sdo UTR e
intrbnica, ambas génicas, porém ndo traduzidas (a primeira apenas ndo é traduzida e a
segunda ndo permanece no RNA processado). Ao longo do gréafico, ambas apresentam
distribuicdo regular, sem comportamentos antagbnicos, indicando uma mais provéavel
neutralizacéo das acOes seletivas contrarias.

Por fim, uma dnica regido (intergénica) apresentou o0 comportamento oposto da

primeira. Por ndo estar envolvida, nem direta, nem indiretamente propriamente com a
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codificagdo, sua susceptibilidade & acdo seletiva é muito reduzida. Seu comportamento
antagbnico ao primeiro grupo confirma a tendéncia apresentada.

Por fim, frisa-se que os locos variantes com frequéncias intermediarias do alelo
alternativo, isto €, aqueles com frequéncia entre 10 e 90%, foram encontrados em pequena
quantidade. Essa intensa reducdo demonstra uma possivel intensa a¢éo da sele¢cdo no genoma
da graminea, o que reforca as andlises exploratorias realizadas. Por sua vez, a mais rara
existéncia de alelos totalmente fixados em relacdo ao total justifica-se pelo fato simples da
maioria das mutacdes ser deletéria ou neutra e 0 genoma da cana-de-agucar ser poliploide,
implicando em latentes dificuldades de se atingir a homozigose. Considera-se, também, que
grande parte da acdo seletiva encontrada € artificial e os programas de melhoramento genético

aplicados a cultura sdo bastante recentes sob o0 ponto de vista histérico.

5.3 Teste de evolucéo adaptativa por classe de ontologia génica

5.3.1 Analise descritiva e termos de componente celular

A aplicagdo do teste de McDonald & Kreitman resultou em 28 termos GO
significativos apds correcdo de multiplos testes, dos quais dois mostraram-se redundantes e
dois apresentaram funcionalidade semelhante, totalizando 26 classes funcionais. Os resultados
dos indices de neutralidade foram maiores do que um para todos 0s grupos génicos
identificados, o que impossibilitou o calculo do parametro a. Além disso, é importante
ressaltar que quatro indices ndo puderam ser calculados devido ao pequeno nimero de SNPs,
visto que dois apresentaram auséncia de mutagdes fixadas ndo-sindnimas somente e dois de
mutacdes fixadas ndo-sindnimas e polimorficas sinbnimas. Uma relacdo dos termos da base
Gene Ontology identificados no teste, com os valores de NI e a discriminagdo dos

polimorfismos componentes de seu calculo encontra-se presente na Tabela 7.
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Tabela 7 — Termos do Gene Ontology significativos (¢ = 0,05) para aplicacdo do Teste de McDonald & Kreitman no Painel Brasileiro de

Gendtipos de Cana-de-Acucar. Sdo mostrados os indices de neutralidade (NI), as frequéncias de mutagdes fixadas sinénimas (Ds), polimdrficas

sindnimas (Ps), fixadas ndo-sindnimas (Dn) e polimérficas ndo sindénimas (Pn) e os valores g. Os locos filtrados correspondem aqueles com

frequéncia do alelo alternativo superior a 1%, enquanto que os fixados tém frequéncia alélica superior a 99%. O valor p foi corrigido por meio do

método FDR (False Discovery Rate).

Termo Nome NI Ds Ps Dn Pn Valor q
G0:0005622 Intracelular 2,089063 42 160 24 191 4,4x1072
G0:0005634 Nucleo 2,51799 31 369 7 97 1,9x 1073
G0:0016021 Componente integral da membrana 2,747087 41 236 16 253 8,0x1073
G0:0005524 Ligacdo de ATP 1,835165 167 1092 106 1272 1,1x107*
G0:0005515 Ligacao proteica 1,872011 182 1106 117 1331 2,3x107°
G0:0004672 Atividade de proteina quinase 2,371635 111 743 56 889 1,9x 1075
G0:0003700 Atividade de fator de transcri¢éo 2,329907 36 214 20 277 2,8 x 1072
G0:0043565 Atividade de fator de transcri¢do 3,294147 29 168 12 229 7,0 x 1073
G0:0003677 Ligacdo ao DNA 2,089279 87 415 59 588 1,2x1073
G0:0004553 Atividade de hidrolase 3,553114 20 78 97 3,2x 1072
G0:0016706 Atividade de oxirredutase 6,439024 12 41 66 2,2x 1072
G0:0016616 Atividade de oxirredutase 5,824405 19 84 103 6,7x1073
G0:0003824 Atividade catalitica 2,988027 40 226 17 287 3,2x1073
G0:0043531 Ligacdo de ADP 2,146807 35 221 27 366 3,4x1072
G0:0050662 Ligacédo de coenzima 4,635417 15 72 4 89 3,3x 1072




Termo Nome NI Ds Ps Dn Pn Valor g
G0:0008168 Atividade de metiltransferase Infinito* 7 45 39 3,8 x 1072
GO0:0003854 Atividade de desidrogenase de 3-beta-hidroxi-delta-5-esteroide  10,56604 14 53 80 3,7x 1073
G0:0009378 Atividade de helicase de juncédo de quatro fitas Infinito* 5 16 48 8,9x1073
G0:0003849 Atividade de sintase de 3-desoxi-fosfoheptulonato Infinito* 3 0 4 3,6 x 1072
G0:0006468 Fosforilagdo de proteina 2,379639 111 743 56 892 1,9x10°°
G0:0006629 Processo metabdlico de lipideo 3,076923 20 91 9 126 4,1x10°?
G0:0055085 Transporte transmembranar 2,341629 45 286 17 253 2,6 x 1072
G0:0055114 Processo redox 2,145541 87 546 43 579 1,7x 1073
G0:0005975 Processo metabdlico de carboidratos 2,702564 31 130 12 136 3,2x 1072
G0:0044237 Processo metabdlico celular 6,615385 15 65 3 86 1,1 x 1072
G0:0006694 Processo biossintético de esteroide 10,56604 14 53 2 80 3,7x 1073
G0:0006457 Dobramento proteico Infinito* 4 22 0 41 4,8 x 1072
G0:0009073 Processo de biossintese de aminoéacidos aromaticos Infinito* 3 0 0 4 3,6 x 1072

* Resultado da diviséo por zero em condigdes de baixa contagem de polimorfismos.
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A partir desses fatos expostos, observa-se que 0s termos apresentaram somente
selecdo purificadora. Isso se deve, muito provavelmente, ao fato de esses corresponderem a
funcbes importantes ao funcionamento da planta, de forma que modificacdes tenderam a ser
minimizadas dado o provavel efeito deletério. Esse fato foi abordado anteriormente por
Ahloowalia et al. (2004), diferindo-se aqui pela correspondéncia ndo se relacionar ao impacto
na proteina, mas no metabolismo como um todo. E importante salientar que, mesmo nos
termos com NI infinito, houve uma indicacdo de selecdo negativa, embora sua significancia
possa ser questionada pela violagdo dos principios do teste. Esses termos relacionaram-se a
funcdo molecular de atividade de helicase de juncdo de quatro fitas (GO:0009378), a funcédo
de sintase de 3-desoxi-7-fosfo-heptulonato (G0:0003849), ao processo bioldgico da
biossintese de aminoacidos aromaticos (GO:0009073) e a funcdo de atividade da
metiltransferase (GO:0008158).

Sobre o ultimo termo, é necessario destacar que foram identificadas 91 mutac6es, com
auséncia apenas de SNPs fixados ndo-sindbnimos, de maneira que uma anélise exploratoria
revela uma possivel importancia do termo. Saini et al. (1995) descrevem essa grande classe de
enzimas como importante para diversos processos metabélicos, com destaque em plantas para
a biossintese de halometanos e metanotiol, importantes nos processos de combustdo celular.
Em cana-de-aguUcar, a metiltransferase desempenha atividade relacionada a biossintese de
metabolitos secundarios (FRANCA et al., 2001) e a lignificagdo (WHETTEN & SEDEROFF,
1995) - essa tocante ao metabolismo do silicio e a questdes de porte e protecdo do vegetal.

Das 22 ontologias génicas de interesse, onze foram relativas a fun¢bes moleculares
(50,0%), oito a processos bioldgicos (36,4%) e trés a componentes celulares (13,6%). Os trés
termos de componentes celulares detectados corresponderam a niveis amplos na hierarquia, a
saber: componentes intracelular (G0O:0005622), nuclear (G0:0005634) e integral da

membrana (GO:0016021). Assim, ndo seré feita aqui uma descrigdo detalhada.

5.3.2 Termos de funcdo molecular

S@o especialmente interessantes os termos de fungcdo molecular GO:0016706/
G0:0016616 (atividade de oxirredutase), GO:0004553 (atividade de hidrolise de ligacdes O-
glicosidicas) e GO:0003854 (atividade de desidrogenase de 3-beta-hidroxi-delta-5-esteroide)
dentre os termos de fungdo molecular (Tabela 7).

A atividade de oxirredutase citada relaciona-se a agdo do 2-oxoglutarato (20G), que

possui importancia na assimilacdo de amoénio em plantas. O nitrogénio possui importante
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fungdo em quase todos os seres vivos, sendo constituinte de aminodcios livres e proteicos,
bases nitrogenadas, que perfazem os acidos nucleicos, e outros compostos importantes, como
a sintese de hormonios, coenzimas, alcaloides e hexosaminas. Em plantas, esse nutriente
apresenta ligacdo idnica com o magnesio na formacdo da clorofila, responsavel pela acepcéo e
distribuicdo de energia luminosa na fase fotoquimica da fotossintese. Nesse contexto, 0
amonio (NHF) é a forma idnica de alta mobilidade no solo e no interior dos tecidos vegetais
cujo contato ion-raiz ocorre majoritariamente por fluxo de massa. A assimilacdo do aménio é
uma etapa sensivelmente importante, especialmente considerando sua competicdo com o
nitrato (NO3). Esse ion também € absorvido pelas plantas, embora com papel muito reduzido
perante 0 primeiro no caso da maioria das plantas cultivadas, como é o caso da cana-de-
acucar (ROBINSON et al., 2011b). Além disso, sua assimilacdo é importante para que a
conversdo e permanéncia da amonia (NH3) nos tecidos vegetais ndo perdure, uma vez que
esse composto pode ser tdxico metabolicamente (LEA & IRELAND, 1999).

A sintese de glutamato e glutamina é muito importante para a maioria dos compostos
nitrogenados, sendo, portanto, a cadeia de acdo das enzimas sintetase de glutamina (GS) e
sintase de glutamato (GOGAT) especialmente relevante. O ciclo GS/GOGAT exige energia
na forma de ATP com GOGAT utilizando agentes redutores sob a forma de 20G. Esse ultimo
também se apresenta inerente no Ciclo de Krebs, envolvendo-se com a respiracdo e com a
sintese de é&cidos orgéanicos, possui relevancia na sintese de giberelina (um importante
horménio de crescimento de ramos e folhas) e seus niveis podem refletir o estado C/N dentro
da célula, relacionado ao monitoramento e sinalizagdo para a maquinaria reguladora vegetal
(HODGES, 2002; LACIEN et al., 2000).

No que se refere a hidrolase, o termo relaciona-se aos componentes da hidrolise de
ligacbes O-glicosil, ligada a processos diversos na planta. Genericamente, pode-se elencar sua
influéncia na biossintese de metionina, que, segundo Ravanel et al. (1998), € um precursor de
poliaminas (estando envolvida, portanto, na producdo de aminoacidos) e de etileno. Esse
ultimo composto é um fitormdnio de grande importancia na senescéncia de plantas, possuindo
autocatalise e atuando em diversos processos, como abscisdo de 6rgdos, expansao celular
horizontal, inibicdo do florescimento, formacdo de raizes, germinacdo de sementes, dentre
outros (DAVIES, 2010).

Mais abrangentemente, Davies & Herinssat (1995) pontuam que a hidrolise seletiva de
ligagBes glicosidicas é crucial para a absor¢do de energia, a expansdo da parede celular e a
degradacdo de celulose. Nesse sentido, o O-glicosil exerce presenca fundamental em uma

variedade significativa de fungdes bioldgicas, incluindo armazenamento e transducédo de vias
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de sinalizacdo em vegetais — reforcando a acdo dos genes participantes dessa ontologia em
relacdo ao sistema de membranas (envoltdrios celulares e endomembranas). Nesse caminho,
Henrissat et al. (1998) abordam um esquema para designar a hidrolise de polissacarideos nas
paredes celulares, que inclui a acdo de enzimas do dominio de hidrolases glicosidicas e seu
papel nas reagdes cataliticas.

Por fim, no tocante a atividade de desidrogenase de 3-beta-hidroxi-delta-5-esteroide,
nota-se uma farta abrangéncia de trabalhos em animais, como no metabolismo hepético de
esteroides, cujo exemplo é um trabalho de andrégeno em porcos de Kim et al. (2013). Em
plantas, sua relevancia relaciona-se a biossintese de fitoesteroides, cuja abordagem sera

realizada a sequir.

5.3.3 Termos de processo biolégico

E menos genérico o termo GO:0006694 (processo biossintético de esteroide) dentre os
de processo bioldgico (Tabela 7). O trabalho de Heftmann (1975) resume minuciosamente as
funcbes dos esteroides em plantas, de forma que sua biossintese estd substancialmente ligada
a questdes como precursdo de metabolitos secundarios e acdo em vias de sinalizacdo e
resposta. Assim, esses compostos estdo envolvidos na recepcdo de informacdes pela célula e
em mecanismos de defesa planta-patdgeno. Mais especificamente, destacam-se 0s
mecanismos bioguimicos pds-formados para o combate de infeccBes fungicas.

Esses fatores de resisténcia sdo bastante importantes em cana-de-agucar, tendo em
vista a ja citada auséncia de grande diversidade de produtos fitossanitarios para a cultura e
sendo a infestacdo fungica algo bastante probleméatico em canaviais, comprometendo a
producdo de mosto e sua qualidade. Nesse sentido, segundo Thaler et al. (1999), as
fitoalexinas sdo os principais compostos antimicoOticos, possuem baixo peso molecular e
acumulam-se nas células em resposta as infecc¢des, sendo produzidos em funcéo de estimulos
resultantes de elicitores. Esses sdo compostos de diferentes naturezas que sinalizam o ataque
patogénico, originando-se da planta em forma de moléculas degradadas ou do préprio fungo.

S&o ainda bastante relevantes os termos GO:0005975 (metabolismo de carboidratos) e
GO0:0006468 (fosforilacdo de proteinas), embora sejam bastante gerais. Em relagdo ao
metabolismo de carboidratos, a importancia em cana-de-agucar € clara, uma vez que essa é a
caracteristica valorada na cultura, além de ser basica em mecanismos de resisténcia e defesa
contra patdgenos e outros processos em geral do metabolismo (SCARPARI & BEAUCLAIR,
2008; JONES & JONES, 1997). Em relacdo a foforilacdo de proteinas, aborda-se sua
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importancia no metabolismo de enzimas de um espectro bastante grande, incluindo processos

energéticos e regulatorios da maquinaria celular (DENANCE et al., 2014).

5.4 Assinaturas de selecéo

5.4.1 Panorama geral dos resultados

Utilizando-se o parametro Hp, foram identificadas 19 regies com evidéncias de
assinaturas de selecdo. Oito dessas regifes eram sobrepostas, de modo que a juncdo das
adjacentes resultou em 15 regides distintas. Essas janelas localizaram-se em todos os
cromossomos do genoma do sorgo, a excecdo do cromossomo seis (Tabela 8). Uma relagédo

detalhada das regiGes com seus SNPs esta disponivel na Tabela 9.

TABELA 8 - Regifes com assinaturas de selecdo detectadas a partir do pardmetro de
heterozigosidade combinada (Hp) no Painel Brasileiro de Genotipos de Cana-de-Acucar. O
indice de significancia empregado foi de 5% e 0s cromossomos estdo representados pela letra
C.

Correspondéncia Regibes (cromossomo e posi¢cdo em pb) Tipo de
evidéncia
Metabolismo/biossintese de ~ C1(54.680.001 a 54.720.000), C3(71.780.001
lipideos/acidos graxos a 71.840.000), C4(6.560.001 a 6.600.000) e  Transcritos
C5(620.001 a 660.000)
C2(61.800.001 a 61.860.000), C3(70.100.001
Caracteres de altura de planta  a 70.140.000 e 11.780.000 a 11.820.000) e QTLs

C9(57.280.001 a 57.320.000)

C1(54.680.001 a 54.720.000), C2(61.800.001
a 61.860.000), C3(11.780.000 a 11.820.000),
Processos energeéticos C4(6.560.001 a 6.600.000), C5(620.001 a Transcritos
660.000), C7(580.001 a 59.620.000) e
C8(480.001 a 520.000)

Transducdo de sinal, via C2(61.800.001 a 61.860.000), C3(71.780.001
hormonal e constituigéo da a 71.840.000), C5(2.300.001 a 2.360.000) e Transcritos
membrana C7(120.001 a 160.000 e 580.001 a
59.620.000)
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Referéncia Regibes (cromossomo e posi¢ao em pb) Tipo de
evidéncia
QTL
Caracteres de dorméncia de C3(70.100.001 a 70.140.000) deduzido de
semente transcrito
Resisténcia a doencas C3(70.100.001 a 70.140.000), C5(620.001a  Transcritos

660.000) e C10(54.820.001 a 54.880.000)
Marcagéo/conformacéo de C3(70.100.001 a 70.140.000 e 71.780.001a  Transcritos

proteinas 71.840.000)
Metabolismo/biossintese de  C3(71.780.001 a 71.840.000) e C9(57.280.001 Transcritos e
sacarideos a57.320.000) QTLs
Desintoxicagéo C3(71.780.001 a 71.840.000) Transcritos
Biossintese de alcodis graxos e C3(71.780.001 a 71.840.000) e C8(480.001 a  Transcritos
translocacédo de solutos 520.000)
Parede celular C4(6.560.001 a 6.600.000), C7(120.001 a Transcritos
160.000) e C8(480.001 a 520.000)
Floracéo C3(70.100.001 a 70.140.000) e C5(620.001 a  Transcritos
660.000)
Processamento de RNA C5(620.001 a 660.000) Transcrito
Morte celular programada C7(120.001 a 160.000) Transcrito
Processos da cromatina/ C7(580.001 a 59.620.000) Transcritos
expressao génica
Crescimento e C7(580.001 a 59.620.000) e C10(54.820.001 a
desenvolvimento/ resposta a 54.880.000) Transcritos
estimulo ambiental
Acéo da polifenoloxidase C8(2.620.001 e 2.660.000) Transcrito
Traducdo de proteinas C9(57.280.001 a 57.320.000) Transcritos

Quatro das regides identificadas estavam préximas a QTLs ja mapeados, de acordo
com a base Comparative Saccharine Genome Resource (ZHANG et al., 2016), sendo uma
dessas regifes situada no cromossomo dois e uma no cromossomo trés com tamanho de 60
Kpb. Os caracteres quantitativos correspondentes foram teor de aglcar e altura da planta.
Genericamente, foram encontrados diversos transcritos nas regides de variabilidade reduzida,
cujas possiveis funcdes incluiam processos energéticos celulares (sete regides), biossintese e
metabolismo de lipideos e/ou &cidos graxos (quatro), rotas hormonais, vias de transducdo de
sinal e/ou constituicdo das membranas celulares (quatro), resisténcia a patdgenos (trés),
biossintese e metabolismo de sacarideos (dois), biossintese de alcodis graxos e translocacao
de solutos (dois), constituintes da parede celular (dois), floracéo (dois), dentre outros. Apenas
em uma regido das 15, localizada no cromossomo oito, ndo foram encontradas evidéncias de

QTL ou transcritos anotados.
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Tabela 9 — Janelas com evidéncia de assinatura de sele¢do detectadas através da heterozigosidade combinada (Hp) no Painel Brasileiro de
Gendtipos de Cana-de-Agucar. Os locos foram filtrados para frequéncia do alelo alternativo superior a 1% e o valor p foi corrigido por meio do
método FDR (False Discovery Rate). O valor de significancia empregado foi de 0,05. Os efeitos alto, moderado, baixo e modificador séo

descritos por Cingolani et al. (2005).

Cromossomo Inicio da janela Tamanho da janela Alto Moderado Baixo Modificador Sindbnimo N&o-sinénimo Hp Valor g
1 54.680.001 40 Kpb 0 2 2 2 2 2 0,008 0,047
2 61.800.001 60 Kpb 0 1 1 14 0 1 0,008/0,014 0,000/0,047
3 11.780.001 40 Kpb 0 4 1 0 1 4 0,008 0,047
3 70.100.001 40 Kpb 0 0 0 22 0 0 0,004 0,031
3 71.780.001 60 Kpb 0 3 9 29 9 3 0,009 0,000
4 6.560.001 40 Kpb 0 0 0 16 0 0 0,013 0,000
5 620.001 40 Kpb 0 9 9 39 9 9 0,014 0,000
5 2.300.001 60 Kpb 0 0 5 14 5 0 0,006/0,008 0,000/0,031
7 120.001 40 Kpb 0 3 6 36 5 3 0,024 0,047
7 59.580.001 40 Kpb 2 4 10 89 10 4 0,024 0,000
8 480.001 40 Kpb 1 1 5 34 5 1 0,026 0,031
8 2.620.001 40 Kpb 0 0 1 51 0 0,033 0,047
8 54.260.001 40 Kpb 0 12 11 57 11 12 0,038 0,031
9 57.280.001 40 Kpb 1 32 3 2 0,016 0,000
10 54.820.001 60 Kpb 0 15 0 0 0,009 0,000
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5.4.2 Cromossomo 1

No cromossomo um, apenas uma regido com assinatura de selecdo foi identificada,
situada entre as posicoes 54.680.001 e 54.720.000 pb. Néo foi identificado qualquer QTL
préximo a essa janela.

A analise das sequéncias gendmicas revelou uma proteina similar a uma codificada
conhecida, a fosfatidilcolina-esterol O-aciltransferase, relativa ao metabolismo de lipideos em
folhas, essencial a biossintese de ésteres. Como apontam Totton & Lardy (1949), os ésteres
sdo componentes de &cidos graxos, com funcBes de hidrolise e saponificacdo, sendo
essenciais a atividade dos lipideos, que desempenham func¢Ges muito abrangentes em todas as
células. Destaca-se a presenca desses compostos organicos nas membranas, funcionando
como meio de protecdo interna, transducdo de sinais, material energético (incluindo reserva) e
dissolugdo de vitaminas. Hunsigi (1993) relaciona essa proteina a sintese de clorofila, cuja
importancia para a fotossintese ja foi abordada.

5.4.3 Cromossomo 2

Duas janelas adjacentes no cromossomo dois com evidéncia de varredura seletiva
foram encontradas, compreendendo, portanto, uma Unica regido continua com 60 Kpb, da
posicdo 61.800.001 a 61.860.000 pb. Funcionalmente, os SNPs localizados dentro desta
regido foram majoritariamente modificadores (87,5%), o que, considerando haver somente 16
polimorfismos identificados, comprometeu analises mais aprofundadas relativas ao quociente
® (com um SNP ndo-sinbnimo e nenhum sinénimo anotados).

O QTL Q.Ming2002a.PLHT.31.2_4-1, relativo a altura da planta, foi identificado
entre as posicoes 61.550.813 e 61.551.763. Segundo Moore (1987), a diferenciacdo de altura
do colmo durante a domesticagdo da cana-de-agucar foi um fator bastante pronunciado.

No relativo a sequéncia gendmica, foram identificadas oito proteinas codificadas nessa
regiao, sendo sua funcdo totalmente desconhecida para trés delas e sendo uma dessas presente
em milho, porém sem detalhes a respeito de sua anotacdo funcional. Das quatro restantes, uma
sequéncia é similar a cinesina KP1, que, de acordo com Yang et al. (2011), esta relacionada a
respiragdo e a cadeia energética. Nesse sentido, em outra sequéncia foi encontrada
similaridade a proteina dissulfeto-isomerase SCO2, envolvida no desenvolvimento de
cloroplastos, com destaque para a formacdo de tilacoides — estruturas membranosas

envolvidas na captacdo e na distribuicdo de energia na fase fotoquimica da fotossintese. Foi
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descrita também uma relacdo com germinagdo e cloroplastos cotiledonares (TANZ et al.,
2012).

Das duas proteinas restantes, uma nao esta totalmente descrita, mas presume-se um
envolvimento no grupo proteico 12b de ligacdo de calcio. Tal fato é reforcado pela
similaridade da outra sequéncia a proteina calmodulina, que, segundo Magnan (2008),
apresenta importancia em plantas ligada a recepcdo de Ca?* em vias de transducdo de sinal

importantes, em gque atuam hormonios e fatores de estresse abidtico.

5.4.4 Cromossomo 3

Foram identificadas trés regides significativas no cromossomo trés, sendo uma de 60
Kpb, entre 71.780.001 e 71.840.000 pb, uma relativamente préxima a essa, no intervalo entre
70.100.001 e 70.140.000 pb, e uma na regido entre 11.780.001 e 11.820.000. A primeira
regido apresentou 41 SNPs anotados, dos quais 70,7% foram de efeito modificador, 22,0% de
efeito baixo e 7,3% de efeito moderado. A taxa w foi de 0,33, fornecendo indicios de haver
selecdo purificadora. A regido das posi¢es 70.100.001 a 70.140.000 apenas apresentou SNPs
de efeito modificador (22) e a de 11.780.001 a 11.820.000 ndo conteve uma quantidade
representativa que possa ser discutida funcionalmente.

A Ultima regido em questdo ndo apresentou proximidade a QTL algum da base
consultada. No que se refere a investigacdo de suas sequéncias, foram identificadas trés, ao
passo que uma ndo apresentou qualquer semelhanca a uma proteina conhecida. As outras duas
mostraram relacdo com a eficiéncia energética, sendo uma relativamente similar a uma
protease dependente de ATP e outra semelhante a subunidade proteolitica da protease Clp
dependente de ATP. Essa € uma enzima de acdo na mitocondria vegetal, com relacdes bem
definidas de ancestralidade com bactérias (JANSKA, 2005), além de também estar
relacionada com cloroplastos, controlando atividades metabodlicas importantes nesses
plastidios, notoriamente a fotossintese (SJOGREN et al., 2006).

O QTL Q.Ming2002a.PTHT.32_2-1, também relativo a altura da planta, abrangeu a
extensdo de 44.970.786 a 74.441.160 pb, na qual as duas regides restantes estavam contidas.
Em relagdo a menor regido, foram identificadas sete sequéncias, das quais uma apresentou
possivel homologia com uma proteina ndo caracterizada e outra apenas apresenta similaridade
a proteina Streptococcal hemagglutinin, cuja homologia pode ser de uma fitohemaglutinina,
considerando que as lectinas se ligam a carboidratos, podendo ser relavantes para a resisténcia

a patogenos. Das cinco sequéncias restantes, duas associam-se a a dorméncia de sementes,
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sendo uma dessas relativa a uma proteina com repeti¢des polimorficas ricas em leucina
PLRR-4, com poucas informaces na literatura, assim como uma outra sequéncia. E
importante frisar que essa tipologia proteica possui atuacdo diversa, com exemplos de
resisténcia a patdgenos e importancia durante a floracdo (JONES & JONES, 1997; TORTI et
al., 2012). Por fim, uma Gnica sequéncia mostrou-se similar & proteina quinase 1-PTI1,
associada a resisténcia bacteriana no trabalho de Zhou et al. (1995) com tomateiro.

Finalmente, a regido entre 71.780.001 e 71.840.000 pb do cromossomo trés conteve
nove sequéncias, sendo uma similar a uma proteina ndo caracterizada. Uma sequéncia
apresentou semelhanca com a proteina ubiquitina-ligase E3, que desempenha um papel
importante na marcacdo e eliminacdo de proteinas defeituosas (ARDLEY & ROBINSON,
2005), e duas tiverem semelhanca a proteinas ndo totalmente descritas relacionadas a ligacédo
de membranas de vesiculas do citoplasma. Duas sequéncias codantes foram relacionadas a
glucoronosiltransferase, atuando na cadeia biossintética do acido glocurénico, que, segundo
Douglas & King (1952), é um constituinte dos polissacarideos.

Ainda, uma sequéncia foi semelhante a proteina Sec 14, que foi amplamente
caracterizada no trabalho de Saito et al. (2007), descrevendo-a como um componente de
importante papel no metabolismo de fosfolipideos. Dessa maneira, essa possui papel de
auxilio em fatores como a marcacado proteica, a transducdo de sinal, a biossintese, o transporte
e 0 metabolismo de lipideos, além de sua importdncia na preservacdo das membranas e
compartimentos celulares. Paterman et al. (2004) descreveram anteriormente sua importancia
junto ao conjunto de proteinas do complexo de Golgi no transporte intermembranar de
moléculas. H4, ainda, descri¢des relativas a seu papel na floragdo, como observado no
trabalho de Upadhyaya et al. (2015).

Uma sequéncia apresentou similaridade a proteina glutationa S-transferase, cujas
funcbes incluem a conjugacdo e desintoxicacdo de herbicidas (Dixon et al., 2002). Tal
resultado mostra-se possivelmente interessante do ponto de vista agronémico, sendo
relevantes investigacdes mais aprofundadas futuramente.

Uma ultima sequéncia relacionou-se a omega-hidroxipalmitato O-feruloil transferase,
afetando especificamente o acimulo de ferulato na suberina de raizes e sementes e a
biossintese de alcodis graxos, que afetam a translocagédo de solutos nesses 6rgdos (YADAYV et
al., 2014).
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5.4.5 Cromossomo 4

O cromossomo quatro apresentou apenas uma regido com indicio de varredura
seletiva, que compreende a extensdo da posi¢do 6.560.001 a posicdo 6.600.000 pb. Seus 16
SNPs identificados foram todos de efeito modificador e ndo foi encontrada evidéncia de QTL
na regido.

Cinco sequéncias foram identificadas, sendo que todas mostraram-se possivelmente
homologas a uma proteina conhecida. Um transcrito foi similar a proteina de transporte de
cations ATPase, relacionada ao transporte energético. Um outro relacionou-se a
poligalacturonase, envolvida na sintese de pectina, que desempenha um papel importante na
planta em relacdo a formacdo da parede celular, referindo-se a protecdo da planta e ao porte e
a erecdo do caule (MICHELI, 2001). Ainda, duas sequéncias alinharam-se a proteina
transportadora de beta-cetoacil-acil sintase I, participando intensamente da sintese de acidos
graxos (GARWIN et al., 1980). Por fim, uma altima sequéncia mostrou provavel homologia
com a fumarilacetoacetase, que, como exposto por Han et al. (2013), esta envolvida na via de

degradacéo da tirosina.

5.4.6 Cromossomo 5

Foram encontradas duas regides com evidéncia de assinatura de selecdo nesse
cromossomo, sendo uma de 40 Kpb, da posic¢do 620.001 a posicdo 660.000 pb, e outra de 60
Kpb, entre as posi¢des 2.300.001 e 2.360.000. Na menor regido foram identificados 57 SNPs,
dos quais 68,4% de efeito modificador e igualmente 15,8% de efeitos baixo e moderado, de
forma que seu indice w foi igual a 1,0. E importante salientar que a quantidade de mutagGes
sinbnimas e ndo-sinbnimas foi reduzida, podendo ter prejudicado a afericdo da taxa em
questdo. Ademais, essa relagdo é apenas um indicio e, embora nenhum QTL tenha sido
evidenciado, foram encontradas oito sequéncias gendmicas, cuja importancia esta descrita a
sequir.

Primeiramente, uma das sequéncias foi semelhante a uma proteina contendo repeticoes
ricas em leucina, cuja funcdo em plantas foi associada a resisténcia a patdgenos e a floracéo,
como ja descrito. Uma segunda sequéncia foi similar a proteina fosfatase 2c, familia que atua
na transducédo de sinal, por exemplo pela via do &cido abscisico (SHEEN, 1998; MEYER et
al., 1994). Funcdes mais gerais foram relatadas para dois transcritos. Uma sequéncia alinhou-
se a proteina aldo-ceto redutase, que, segundo Jez et al. (1997), estd associada ao
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NAD/NADP, envolvido no Ciclo de Krebs. Outra relacionou-se a proteina LSM36B,
encontrada em algod&o, cuja funcdo é relativa ao processamento de RNA (GOLISZ et al.,
2013). Por fim, trés sequéncias alinharam-se a sequéncias ndo identificadas e uma a proteina
com repeticOes de pentatricopeptideos dPPR-U8g2, cuja familia possui grande espectro de
atuacdo durante a germinagao e o desenvolvimento de vegetais, atuando em aspectos como a
expressao génica e traducdo extranucleares (BARKAN, A. & SMALL, 1., 2014).

Por sua vez, na maior regido foram identificados apenas 19 SNPs, sendo 14 de efeito
modificador e cinco de efeito baixo. Nao foi detectado QTL algum proximo a regido e foram
encontrados quatro sequéncias, sendo trés ndo alinhadas a proteinas descritas e uma similar a
hidroximetil glutaril-CoA liase, envolvida na sintese de fitoesteroides, com importancia na
formacdo de membranas e, consequentemente, no crescimento celular e em mecanismos de
defesa da planta (ALEX et al., 2000; VAN DER HEIJDEN, 1994).

5.4.7 Cromossomo 7

Duas regides distantes, entre as posi¢des 120.001 e 160.000 e 59.580.001 e 59.620.000
pb do cromossomo em questdo, foram significativas. Foram encontradas 45 mutagdes na
primeira regido e 105 na segunda regido, sendo 80,0% e 84,8% de efeito modificador,
respectivamente, com o adendo de que duas alteracGes de efeito alto foram detectadas na
altima. Ambas regides apresentaram evidéncia preliminar de selecdo purificadora, com taxas
respectivas w de 0,5 e 0,4. Nenhum QTL proximo foi identificado.

As duas localidades gendmicas mostraram-se relacionadas a processos de
metabolismo celular. Em relacdo a primeira, foram identificadas cinco sequéncias, sendo duas
referentes a proteinas ndo identificadas e as trés demais ao sistema membranar. Uma primeira
sequéncia foi similar a uma proteina da familia sinaptobrevina, que, segundo Edamatsu &
Toyoshima (2003), atua essencialmente no transporte vesicular. Outra sequéncia mostrou-se
semelhante a proteina casparian strip Il (CASPII), cujo complexo € relativo a deposi¢édo de
parede celular (ROPPOLO et al., 2011). Finalmente, uma ultima foi associada a proteina do
grupo Harpin-induced 1 (HIN1), envolvida na inibicdo de ATP e/ou na morte celular
programada, como demonstrado por Xie & Chen (2000) em tabaco.

A segunda regido conteve onze sequéncias alinhadas com genes, com seis ndo
associadas a proteinas descritas e uma alinhada a uma proteina ndo descrita, tida como
associada a membrana peroxissomal. Dos demais, uma sequéncia mostrou-se similar a

proteina de manutengdo estrutural de cromossomos 1 (SMC1), de importancia na coeséo
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entre 0s cromossomos e na formacdo de seus centromeros em plantas (LAM et al., 2005;
STEINER & HENIKOFF, 2015), enquanto outra revelou similaridade com proteina relativa a
atividade de metiltransferase das histonas na eucromatina, estando, portanto, conectada a
expressao génica (RICE et al., 2003). Também foram presentes uma sequéncia similar a
proteina proton gradient regulation 5 (PGR5) e uma que correspondeu a proteina da grupo de
carboidrato quinase PfkB. A primeira desempenha, segundo Nandha et al. (2005), papel redox
no transporte de elétrons, auxiliando a preservar a fotossintese, inclusive com relatos em cana-
de-acucar presentes no trabalho de Andrade et al. (2010). A segunda, embora ndo descrita
para cana-de-agUcar, possui funcGes bem conhecidas para outras plantas, como no trabalho de
Gilkerson et al. (2012). Nesse had a descricdo de importantes contribuicdes dessa familia
proteica para expressdo de genes cloroplasticos e de outros plastideos semelhantes. Também
se evidencia importancia na reciclagem de adenilato/ciclase e metil, com contribuicdo no

crescimento e desenvolvimento do vegetal, aléem de fatores correlatos, como o geotropismo.

5.4.8 Cromossomo 8

Foram encontradas trés regides com evidéncia de selecdo no cromossomo oito, nas
janelas entre 480.001 e 520.000, 2.620.001 e 2.660.000 e entre 54.260.001 e 54.300.000 pb.
Na primeira, foram identificadas 41 mutacGes, sendo 82,9% de efeito modificador e apenas
uma de efeito alto. Embora pela baixa frequéncia de SNPs sob as classificacdes sindnima e
ndo-sindnima (seis no total), a taxa w foi de 0,2 (selegéo negativa).

Dos nove genes candidatos identificados nessa regido, cinco ndo se alinharam a
qualquer proteina caracterizada. Duas sequéncias associaram-se a familia das quinases,
havendo uma relacionada ao processo de fosforilacdo, que é um processo importante na
regulacdo da atividade de outras proteinas, como ja discutido. A segunda sequéncia relaciona-
se & quinase de riboflavina, com conexd com a reacdo de fosforilagdo oxidativa. Uma
sequéncia apresentou homologia contra trichome birefringence, que, segundo Bischoff et al.
(2010), relaciona-se a sintese de celulose e formag&o da parede celular. Por fim, uma ultima
sequéncia associou-se a uma proteina nodulina, cuja funcdo para plantas ndo-noduladoras,
como a cana e outras gramineas, estd relacionada ao transporte de nutrientes, solutos,
aminoacidos ou hormonios e a maioria dos aspectos do desenvolvimento da planta, com
destaque para situagdes de estresse nutricional (DENANCE et al., 2014).

Por sua vez, a segunda regido em questdo apresentou dificuldades para uma analise

mais acurada. Foram identificadas 52 mutacGes, sendo 51 de efeito modificador e uma de
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efeito baixo, ndo havendo SNPs n&o-sinbnimos e, consequentemente, impossibilitando o
calculo do parametro w. Nao houve qualquer evidéncia de QTL nessa regido e, apesar de seis
sequéncias identificadas, cinco ndo puderam ser anotadas. Contudo, a Unica sequéncia que
apresentou alinhamento a uma proteina caracterizada associou-se a polifenoloxidase
cloroplastidica (PPO), de importdncia em muitos vegetais. Seu papel é especialmente
relevante para caracteristicas agrondémicas, por questdes de toxidez e escurecimento dos
6rgdos comestiveis, mas também na protecdo contra patdégenos (YORUK & MARSHAL,
2007; LEITE et al., 2013). Em cana-de-acucar, resultados de Qudiseh et al. (2002)
demonstraram acdo da PPO no decréscimo dos contetdos totais de tanino e clorofilas a e b
durante a maturidade fisioldgica, assim como acao da enzima no processo de escurecimento
do mosto.

Finalmente, apesar da quantidade de mutacGes (80) encontradas na ultima regido,
sendo que menos de 72% eram de efeito modificador, a taxa w foi de 1,1, ndo sendo
indicativo de selecdo. Ademais, ndo foi encontrada evidéncia para QTL algum em relacdo a
base utilizada e s6 foram detectados dois genes candidatos, ambos alinhados a proteinas nao
descritas. Relevante destacar que o valor de Hp desta regido foi de, aproximadamente, 0,38, 0
mais alto entre os valores significativos, e seu g-valor de 0,031, inferior ao de outras cinco
regibes aqui analisadas e que ndo apresentaram resultados semelhantes. Frisa-se que a
correcdo empregada foi moderadamente conservativa, de forma que mais investigacdes dessa

regido gendbmica mostram-se oportunas.

5.4.9 Cromossomo 9

No cromossomo nove apenas uma regido com indicio de varredura seletiva foi
detectada, entre as posic¢des 57.280.001 e 57.320.000 pb. Foram observadas 38 mutacGes, com
84,2% de efeito modificador e havendo uma de efeito alto. O pardmetro w foi igual a 0,67,
calculado a partir de trés e dois SNPs dos tipos sinbnimo e ndo-sindnimo, respectivamente.
De maneira a exemplificar a varredura seletiva que essa e outras regides sofreram, apresenta-
se uma figura com o perfil de diversidade nucleotidica, a qual inclui a regido detectada
(Figura 13).
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FIGURA 13 - Perfil de diversidade nucleotidica dos polimorfismos detectados no Painel
Brasileiro de Gendtipos de Cana-de-AgUcar, para a regido entre as posi¢cdes 57.229.001 e
57.369.000 pb do cromossomo nove do sorgo. Os polimorfismos foram ancorados na versao

2.1 do genoma de Sorghum bicolor).

Sete evidéncias génicas foram encontradas, das quais quatro puderam ser alinhadas a
sequéncias ja anotadas, e sinal de quatro QTLs. Um dos QTLs foi Q.Ming2002a.PLHT.5.2_2-
1, indicado para altura da planta e predito entre as posi¢des 58.649.042 e 58.651.214 pb. Duas
sequéncias alinharam-se a proteinas da subunidade ribossomal 60S (L18 e L18a), que,
segundo Lo & Johnson (2009), constitui a particula 80S nos eucariotos. Sua presenca na ponta
aminoacil conclui a sintese de proteinas traduzindo a cadeia de MRNA em cadeia peptidica
com a saida do RNA transportador (tRNA) livre. Também, uma sequéncia associou-se a
proteina G acessoria da urease, com atuacdo em sua sintese, sendo essa enzima responsavel
pela reciclagem de nitrogénio proveniente do catabolismo de ureideo, purina e arginina em
plantas (WITTE et al., 2005).

Por sua vez, os outros trés QTLs identificados, Q.Ming2001b.ISUGARCN.5.2-1
(também de 58.649.042 a 58.651.214 pb), Q.Ming2001b.DSUGARCN.4-1 (idem) e
Q.Ming2001b.DSUGARCN.5.1-1 (ibidem), foram associados a variagfes no acimulo de
acucar. Esse resultado é reforcado pela relacdo da outra sequéncia com a enzima sacarose-

fosfato sintase. A reacdo catalisada por esta enzima é de grande importancia na biossintese de
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sacarose, como atesta o trabalho de Verma et al. (2011) em cana-de-agUcar. Discute-se, pois,
que a sacarose € um acgucar de translocacdo para a graminea em questdo, acumulando-se no
colmo sob situacdo de estresse e sua extracdo é o objetivo principal da cultura canavieira,
sendo utilizada diretamente ou indiretamente (MOORE, 1987).

5.4.10 Cromossomo 10

No cromossomo dez apenas uma regido de 60 Kpb, da posicdo 54.820.001 a posicao
54.880.000 pb, foi identificada como potencial alvo de selecdo. Foram encontradas 15
mutacdes, embora todas de efeito modificador, ndo havendo alguma de efeito sinGnimo ou
ndo sinénimo, impossibilitando o calculo da estimativa . Um QTL foi detectado
proximamente, embora sem intersec¢fes com a regido e, considerando que seu intervalo era
extremamente amplo (de 1 a 52.482.087 pb), abrangendo quase todo o cromossomo, torna-se
dificil associa-lo funcionalmente a janela detectada.

Entre os dois genes candidatos encontrados, uma sequéncia foi vinculada a uma
proteina putativa ligada a resisténcia a doencas. A outra sequéncia assemelhou-se a proteina
H*-pirofosfatase vacuolar. Raza et al. (2016), estudando a expressdo heter6loga do gene de
Arabidopsis que codifica essa enzima na cana-de-acUcar, verificaram efeitos de resposta

fotossintética, crescimento da planta e resisténcia a seca.

5.4.11 Visao geral das assinaturas de selegéo

Em relacdo a magnitude dos efeitos preditos dos polimorfismos identificados nas 15
regibes, houve uma predominancia do modificador (80,4%) perante 0s demais e uma
baixissima ocorréncia de efeito alto (0,01%). Esses resultados eram esperados, primeiramente
pela grande quantidade de classes de polimorfismo que abarcam o tipo modificador. Em
segundo lugar, pela tendéncia notada de selecdo negativa em regies génicas, os efeitos altos
foram bastante minimizados por questdes ja expostas anteriormente. Igualmente, esperava-se
uma tendéncia a selec@o negativa nas regides como um todo, o que de fato ocorreu, com uma
taxa aproximada w de 0,65. Também se nota a completa auséncia de mutacdes sem sentido
em todas as regides.

E ltcido dizer que um resultado de interesse agronomicamente foi o relativo & regifo
entre as posicdes de 57.280.001 e 57.320.000 do cromossomo nove, em que tanto a base de

QTLs, como a sequéncia de um transcrito relacionaram-se ao acumulo de sacarose no colmo,
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de relevancia para a cultura canavieira. Os resultados de resisténcia a doencas também
merecem destaque pelo fato enunciado de o melhoramento genético da graminea ter sido

iniciado, e por muito tempo basicamente focado, nessa caracteristica.
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6 CONCLUSOES

Como resultado proeminente, a técnica de GBS foi bem sucedida em encontrar regides
gendmicas de interesse. O uso do genoma do sorgo como referéncia para aferi¢des funcionais
dos polimorfismos também se delineou como solucdo dentro das possibilidades existentes
para esse poliploide complexo. Adicionalmente, observou-se elevada proporgédo de
polimorfismos de baixa frequéncia alélica, potencialmente como consequéncia da natureza
poliploide da cana-de-agucar, bem como da predominancia de gendétipos de melhoramento
recente.

Ha indicios da intensidade de um processo seletivo ser influenciada pela severidade de
uma mutacdo. Além disso, mutacdes de efeito mais drastico tendem a sofrer selecdo negativa.
Foram observados indicativos desse fendmeno tanto para polimorfismos individuais, com
menor frequéncia dos variantes de efeito supostamente mais agressivo, quanto para SNPs
anotados em diferentes posicdes nos modelos génicos preditos. O teste de McDonald &
Kreitman forneceu indicios de selecdo purificadora, com destaque para genes potencialmente
relacionados a sobrevivéncia da planta ou a caracteres de interesse agrondmico, embora outras
analises sejam indicadas para confirmacdo desse fato. No genoma como um todo, a partir dos
polimorfismos fixados, foi detectada possivel evidéncia de selecdo negativa, cuja conclusao é
limitada pelo entendimento da metodologia de GBS ter favorecido a amostragem de
determinadas regides gendmicas.

Foram detectados 22 termos funcionais da ontologia génica e 15 regides com
evidéncia de selecdo, ressaltando-se que os resultados s&o moderadamente conservativos e
novas investigagdes com outras abordagens fazem-se proveitosas. Em linhas gerais,
mostraram-se possivelmente relevantes os resultados de componentes de membranas de
organelas celulares e seus constituintes (incluindo suas vias de comunicacdo bioquimica),
integrantes de rotas energéticas (como fotossintese e respiracdo), constutuintes da parede
celular e processos moleculares relativos a transcricdo e a oxirredugcdo. Mais especificamente,
foram detectadas regides envolvidas com caracteres de altura da planta (evidéncia de QTLS),
mecanismos de resisténcia a patdgenos e a biossintese de esteroides e carboidratos, em
particular a sacarose.

Tratando-se da cultura da cana-de-agUcar, os resultados sdo motivadores de programas
de selecdo assistida. Mais essencialmente, hd um destaque para as caracteristicas de acimulo
de sacarose no colmo e resisténcia a doencas. No primeiro caso h4d uma relacdo com a

produtividade da cultura. O segundo caso, por sua vez, é relevante porque considera o restrito
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rol de alternativas de controle quimico contra patologias em canaviais, bem como o fato que o
melhoramento genético da cultura concentrou-se fortemente nesse quesito durante décadas.
Também é relevante dizer que esse estudo tem potencial de auxiliar a escolha de genitores de
cruzamentos em programas de melhoramento genético, considerando a relatada dificuldade de
formar grupos heterdticos verdadeiros.

Em suma, esse trabalho avaliou possiveis consequéncias de processos evolutivos em
regibes polimorficas ao longo do melhoramento genético da graminea com o uso da
genotipagem-por-sequenciamento, caracterizando a variabilidade dos gendtipos. Seus
resultados sdo valorosos sob o ponto de vista de melhoristas e de geneticistas de populagdes,
considerando as novas tecnologias em estudos genéticos com plantas cultivadas. Nesse
contexto, encoraja-se a continuidade de investigacGes genémicas desse poliploide e seus

possiveis desdobramentos cientificos e tecnoldgicos.
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ANEXO | — Anotagéo posicional e funcional dos polimorfismos detectados em todos os locos (dados brutos), em locos filtrados com
frequéncia superior a 1% e em locos fixados (frequéncia alélica superior a 99%) do Painel Brasileiro de Genoétipos de Cana-de-Agucar.

A anotacdo foi realizada através do software SnpEff e utilizou como referéncia a verséo 2.1 do genoma do sorgo (Sorghum bicolor).

Tipo Frequéncia
Dados brutos  Dados filtrados Dados fixados
3 prime_UTR_variant 6.955 (2,769%) 2.430 (2,966%) 333 (3,081%)
5 prime_UTR_premature_start_codon_gain_variant 503 (0,200%) 193 (0,236%) 29 (0,268%)
5 prime_UTR_variant 3.892 (1,549%) 1.435 (1,752%) 183 (1,693%)
disruptive_inframe_deletion 83 (0,033%) 36 (0,044%) 3 (0,028%)
disruptive_inframe_deletion+splice_region_variant 1 (0,000%) 1 (0,001%) 0 (0,000%)
disruptive_inframe_insertion 75 (0,030%) 43 (0,052%) 3 (0,028%)
disruptive_inframe_insertion+synonymous_variant 4 (0,002%) 2 (0,002%) 2 (0,019%)

downstream_gene_variant

71.259 (28,369%) 23.303 (28,445%)3.136 (29,016%)

frameshift_variant 813 (0,324%) 250 (0,305%) 1 (0,009%)
frameshift_variant+missense_variant 26 (0,010%) 13 (0,016%) 0 (0,000%)
frameshift_variant+splice_region_variant 11 (0,004%) 2 (0,002%) 0 (0,000%)
frameshift_variant+start_lost 8 (0,003%) 1 (0,001%) 0 (0,000%)
frameshift_variant+stop_gained 24 (0,010%) 8 (0,010%) 0 (0,000%)
frameshift_variant+stop_gained+missense_variant 1 (0,000%) 1 (0,001%) 1 (0,009%)
frameshift_variant+stop_lost 1 (0,000%) 0 (0,000%) 0 (0,000%)
frameshift_variant+synonymous_variant 8 (0,003%) 3 (0,004%) 1 (0,009%)

* Nomes originais fornecidos pelo SnpEff



Tipo*

Frequéncia

Dados brutos Dados filtrados Dados fixados

inframe_deletion
inframe_deletion+splice_region_variant
inframe_deletion+synonymous_variant
inframe_insertion
inframe_insertion+splice_region_variant
inframe_insertion+synonymous_variant
initiator_codon_variant
intergenic_region
intron_variant
missense_variant

missense_variant+disruptive_inframe_deletion
missense_variant+disruptive_inframe_insertion

missense_variant+inframe_deletion
missense_variant+inframe_insertion
missense_variant+splice_region_variant

splice_acceptor_variant+inframe_deletion+splice_region_variant+splice_region

_variant+intron_variant
splice_acceptor_variant+intron_variant

splice_acceptor_variant+splice_region_variant+intron_variant
splice_donor_variant+disruptive_inframe_deletion+splice_region_variant+intro

n_variant

88 (0,035%)  48(0,059%) 4 (0,037%)
1 (0,000%) 0(0,000%) 0 (0,000%)

4 (0,002%) 2(0,002%) 0 (0,000%)
182 (0,072%) 75(0,092%) 10 (0,093%)
1 (0,000%) 0(0,000%) 0 (0,000%)

3 (0,001%) 3(0,004%) 0 (0,000%)
11 (0,004%) 2(0,002%) 0 (0,000%)

14.888 (5,927%) 5.309 (6,480%) 857 (7,929%)
25.524 (10,161%) 9-380 (11,450%)1.463 (13,536%)
45.497 (18,113%) 11.671 (14,246%) 1.011 (9,354%)

7 (0,003%) 4(0,005%)  1(0,009%)
2 (0,001%) 2(0,002%) 1 (0,009%)
6 (0,002%) 6(0,007%) 0 (0,000%)
11 (0,004%) 8(0,010%) 0 (0,000%)

726 (0,289%) 120 (0,146%) 12 (0,111%)

1 (0,000%) 0(0,000%) 0 (0,000%)
140 (0,056%) 18 (0,022%) 0 (0,000%)
3 (0,001%) 3(0,004%) 0 (0,000%)
1 (0,000%) 0(0,000%) 0 (0,000%)

* Nomes originais fornecidos pelo SnpEff
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Tipo*

Frequéncia

Dados brutos Dados filtrados Dados fixados

splice_donor_variant+intron_variant

splice_donor_variant+splice_region_variant+intron_variant

splice_region_variant
splice_region_variant+intron_variant

splice_region_variant+splice_region_variant+intron_variant

splice_region_variant+stop_retained_variant
splice_region_variant+synonymous_variant
start_lost
start_lost+inframe_deletion
start_lost+inframe_insertion
stop_gained
stop_gained+disruptive_inframe_deletion
stop_gained+disruptive_inframe_insertion
stop_gained+inframe_insertion
stop_gained+splice_region_variant
stop_lost
stop_lost+inframe_deletion
stop_lost+splice_region_variant
stop_retained_variant
synonymous_variant
transcript
upstream_gene_variant

321 (0,128%)
7 (0,003%)
102 (0,041%)
151 (0,6019%)
2 (0,001%)

3 (0,001%)
354 (0,141%)
64 (0,025%)
1 (0,000%)

1 (0,000%)
1.104 (0,440%)
1 (0,000%)

2 (0,001%)

1 (0,000%)
33 (0,013%)
47 (0,019%)
1 (0,000%)

9 (0,004%)
31 (0,012%)

59 (0,072%)
6 (0,007%)
24 (0,029%)

524 (0,640%)

1 (0,001%)
0 (0,000%)

116 (0,142%)

13 (0,016%)
0 (0,000%)
0 (0,000%)

184 (0,225%)

0 (0,000%)
(0,000%)
(0,000%)

2 (0,002%)

6 (0,007%)

1 (0,001%)

1 (0,001%)

10 (0,012%)

2 (0,019%)
1 (0,009%)
3 (0,028%)
67 (0,620%)
0 (0,000%)
0 (0,000%)
15 (0,139%)
1 (0,009%)
0 (0,000%)
0 (0,000%)
4 (0,037%)
0 (0,000%)
0 (0,000%)
0 (0,000%)
0 (0,000%)
4 (0,037%)
0 (0,000%)
0 (0,000%)
2 (0,019%)

26.573 (10,579%) 10.166 (12,409%)1.453 (13,444%)

1 (0,000%)

0 (0,000%)

0 (0,000%)

50.262 (20,010%) 16.438 (20,065%)2.205 (20,402%)






