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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-acucar (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 o0
sequenciamento e a caracterizacdo do genoma das espécies cultivadas. Dada sua
natureza poliploide, com frequente aneuploidia, a cana-de-agUcar apresenta dificuldades
as praticas corriqueiras em genémica, de maneira que é vantajoso fazer uso de recursos
de sequenciamento de nova geracao e de espécies proximas para elucidar de forma mais
efetiva 0 genoma da graminea. Uma contribuicdo interessante, nesse sentido, € a
caracterizagdo funcional de polimorfismos genéticos existentes entre materiais do
género Saccharum, auxiliando investigacOes 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 funcdes e posices
foram anotadas com o programa SnpEff. Utilizaram-se estatisticas de genética de
populacdes, 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 regifes genémicas com assinatura de selecdo),
de modo a identificar regibes gendomicas potencialmente envolvidas em eventos
evolutivos. Os resultados demonstraram a perda de variabilidade entre os gendtipos
melhorados em relacdo aos ancestrais, com evidéncias de assinaturas de selecé&o,
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; Gendmica 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 Sdo 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



INTRODUCAO

A atividade agropecuéria é estimada como existente desde cerca de 10.000 a.C.
Separadamente, espécies animais e vegetais tiveram sua reproducdo compreendida e
formaram-se criacfes e cultivos, permitindo o desenvolvimento do que se conheceria
como Revolugdo Agricola ainda no Neolitico, marcando o inicio de uma nova forma de
relagdo entre homem e ambiente. Consequentemente, o 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 inovacgdes agricolas foram, entdo, exploradas
sob o ponto de vista ambiental, com inovacdes presentes no século 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 unificagdo na década de 1930 impulsionou o desenvolvimento de
metodologias de melhoramento. Uma nova era, porém, adentrou-se com a descoberta do
acido 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
bioinformética, uma nova perspectiva de oportunidades inaugurou-se, com o manejo de
dados moleculares complexos, com destaque para a gendmica (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 gendmicos 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 populacbes, 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 caracterizacdo de populagdes investigando-
se sua variabilidade e compreendendo aspectos de sua evolugéo, fornecendo resultados

sob os pontos de vista historico, ecoldgico e tecnoldgico.



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 aberragbes cromossomicas
estruturais (notoriamente elementos de transposi¢do), 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, comecando 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 o 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 notoria a maior restricdo
em estudos genébmicos 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 trabalho em poliploides complexos sdo relevantes. Tendo em vista o
interesse na caracterizacao funcional de polimorfismos em gendtipos de cana-de-acucar,
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 espécie evolutivamente aparentada com
um programa de deteccdo de variagcbes com o uso de metodologias de bioinformética e
de estatisticas de genética de populacBes para, entdo, atribui-los funcdo e anotacéo
posicional. Com isso, pretendeu-se observar flutuacdes nas frequéncias alélicas dos

polimorfismos e a presenca de assinaturas de sele¢cdo no genoma da cana.



CONCLUSOES

Como resultado proeminente, a técnica de GBS foi bem sucedida em encontrar
regibes gendmicas de interesse. O uso do genoma do sorgo como referéncia para
afericdes funcionais dos polimorfismos também se delineou como solucéo dentro das
possibilidades existentes para esse poliploide complexo. Adicionalmente, observou-se a
conhecida dificuldade de se obter homozigose em poliploides, ainda mais em um caso
com genotipos de melhoramento recente e de genoma de relativa complexidade.

Ha indicios da direcdo de um processo seletivo ser inversa a severidade de uma
mutacdo. Foram observados indicativos desse fendmeno tanto para polimorfismos
individuais, com menor frequéncia dos variantes de efeito supostamente mais agressivo,
quanto para regides genémicas. Considerando as regides génicas, houve indicio de
selecdo purificadora, com destaque para genes potencialmente relacionados a
sobrevivéncia da planta ou a caracteres de interesse agronémico, embora anélises mais
robustas sejam indicadas. No genoma como um todo, a partir dos polimorfismos
fixados, foi detectada possivel evidéncia de selecdo negativa, cuja conclusdo € limitada
pelo entendimento da metodologia de GBS ter favorecido a amostragem de
determinadas regides genomicas.

Foram detectados 22 termos funcionais da ontologia génica e 15 regides com
evidéncia de selecdo, ressaltando-se que o0s resultados sdo moderadamente
conservativos e novas investigacfes 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 oxirreducdo. Mais especificamente, foram detectadas regiGes 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 da cultura da cana-de-agucar, os resultados séo, prematuramente, motivadores
de processos de selecdo assistida. Mais essencialmente, hd um destaque para as
caracteristicas de acumulo de sacarose no colmo e resisténcia a doencas, sendo o
primeiro relacionado a produtividade agricola da cultura e considerando o restrito rol de
alternativas de controle quimico contra patologias em canaviais e que o melhoramento

genético da cultura concentrou-se fortemente nesse Gltimo quesito durante décadas.



Em suma, esse trabalho demonstrou as possiveis fungbes de polimorfismos ao
longo do melhoramento genético da graminea com 0 uso da genotipagem-por-
sequenciamento, caracterizando a variabilidade dos gendtipos. Seus resultados séo
valorosos sob o ponto de vista de melhoristas e de geneticistas de populacdes,
considerando as novas tecnologias em estudos genéticos com plantas cultivadas. Nesse
contexto, encoraja-se a continuidade de investigacdes gendmicas desse poliploide e seus

possiveis desdobramentos cientificos e tecnoldgicos.
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