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ALTERAQOES NO PERFIL DE METILAQAO DO DNA E IDENTIFICAC;AO DE
TRANSCRITOS DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS EM CANA-DE-AC}UCAR EM
RESPOSTA AO SCMYV (Sugarcane mosaic virus)

RESUMO - O mosaico da cana-de-acucar é uma das principais viroses da
cultura, sendo o0s estudos de padroes de metilagdo e de transcriptoma de
contribuicdo para a compreensdo da resisténcia genética a doenca. O presente
trabalho aplicou a técnica MSAP (“Methylation-sensitive amplified polymorphism”)
em dois cultivares de cana-de-acucar de resposta contrastante a doenca do
mosaico, causada pelo Potyvirus Sugarcane mosaic virus (SCMV), nas condicdes de
inoculacao falsa e inoculacdo com SCMV, para analise de alteracdes no padréo de
metilacdo. As alteragbes no padrdo de metilacdo causadas pela interacdo com o
SCMV foram identificadas por meio de clonagem e sequenciamento. Fragmentos
diferencialmente expressos (FDEs), previamente obtidos pela técnica cDNA-AFLP
(“cDNA-amplified fragment length polymorphism”), também foram clonados e
sequenciados para a identificacdo de genes candidatos associados a resisténcia ao
SCMV. Em analises da frequéncia dos padrbes de presenca e auséncia de bandas
MSAP, niveis de metilacdo genémica variando de 33% a 35,4% foram observados
para 1AC91-1099, e de 33% a 37,3% para IACSP95-5000, com uma pequena
proporcao de loci alterados em resposta ao SCMV para ambos os cultivares. A
analise global pelo pacote R MSAP indicou niveis de metilacdo genémica de 40%,
além de demonstrar que as variacdes epigenéticas entre os cultivares (Phi_ST =
0,32; P = 0,008) apresentaram menor extensao que as variacdes genéticas (Phi_ST
= 0,96; P = 0,0067). As analises AMOVA e PCoA confirmaram a pequena propor¢ao
de polimorfismos ocasionados pela infec¢cdo por SCMV, sendo as variacfes devidas
a tempo de coleta mais proeminentes. Essas alteracbes, no entanto, foram
especificas para os cultivares em estudo, sugerindo diferencas epigenéticas na
resposta a inoculagdo com o SCMV. Enquanto o cultivar resistente IACSP95-5000
apresentou maiores polimorfismos de hipometilagdo 24 e 72 horas apés a
inoculagéo (hai) e a maior ocorréncia de hipermetilagdo 48 hai, o cultivar suscetivel
IAC91-1099 apresentou uma troca entre a metilacdo da citosina interna e a
semimetilacdo da citosina externa. O sequenciamento de polimorfismos MSAP
decorrentes da interacdo com SCMYV indicaram relevancia para a caracterizacao da
interacdo cana-de-acucar e SCMV, uma vez que foram observados alinhamentos
com transcritos com fungdo putativa de resposta a estresses bidticos e abioticos,
remodelacdo da cromatina e elementos transponiveis. Ja os alinhamentos MSAP
com regido gendmica revelaram possiveis regides promotoras para 0s transcritos a
jusante, relacionados a proteina kinase e elementos transponiveis. Os alinhamentos
dos FDEs, oriundos do marcador molecular cDNA-AFLP, indicaram vias
possivelmente relacionadas a fotossintese, recuperacdo poés-estresse, proteinas
transmembranas, resposta a estresses abioticos, elementos transponiveis e
remodelacdo de cromatina via metilacdo de DNA e altera¢des na histona 3 (H3). A
regido promotora dos fragmentos MSAP e FDEs apresentou elementos reguladores
responsivos a estresses, fitorménio e vias epigenéticas, além da ocorréncia de ilhas
CpG, sugerindo conexdes entre alteragdes no transcriptoma e no perfil de metilacao
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de DNA. A validacdo de trés FDEs por gRT-PCR revelou uma complexidade na
expressdo e um comportamento diferente do observado por cDNA-AFLP. Ainda
assim, o FDE_1 pode explicar alguns dos polimorfismos de hipometilacdo de DNA
observados pelo marcador molecular MSAP, enquanto o FDE_2 pode explicar as
diferencas na expressdo de sintomas de mosaico entre os cultivares. Por sua vez, a
regulacao negativa do FDE_4 em IACSP95-5000 se assemelha ao observado na
literatura para resisténcia genética em milho a um Potyvirus do subgrupo do SCMV.

Palavras chave: epigenética, genes candidatos, infeccdo viral, perfil de expresséo,
Saccharum officinarum



ANALYSIS OF DNA METHYLATION PATTERN CHANGES AND IDENTIFICATION
OF DIFERENTIALLY EXPRESSED TRANSCRIPTS IN SUGARCANE IN
RESPONSE TO SCMV (Sugarcane mosaic virus)

ABSTRACT — Mosaic caused by Sugarcane mosaic virus (SCMV) is one of
the main viruses infecting sugarcane worldwide. Studies on transcriptomic analysis
and methylation status of genomic DNA contribute to understand the molecular bases
of resistance to mosaic. The present study used the MSAP (Methylation-sensitive
amplified polymorphism) approach in two sugarcane cultivars with contrasting
response for SCMV, IACSP95-5000 (resistant) and IAC91-1099 (susceptible), both
under mechanical inoculation condition, along with their respective mock inoculated
controls, in order to evaluate changes in DNA methylation patterns and to identify
polymorphisms caused by SCMV via cloning and sequencing. Differentially
expressed transcribed fragments (DTFs) previously obtained from cDNA-AFLP were
also cloned and sequenced with the aim of identifying candidate genes for SCMV
resistance. Analysis of MSAP patterns frequency revealed genomic methylation
levels ranging from 33% to 35.4% in IAC91-1099, and from 33% to 37.3% in
IACSP95-5000, with minor changes caused by interaction with SCMV for both
cultivars. Global analysis performed by R MSAP package demonstrates a genomic
methylation level of 40% and also reveals that epigenetic variation between cultivars
(Phi_ST = 0.32; P = 0.008) was less expressive than genetic variation (Phi_ST =
0.96; P = 0.0067). AMOVA and PCoA analyses confirmed the little extension of
alterations in cytosine methylation caused by SCMV inoculation, being the variations
observed among sample time points more expressive. Nonetheless, SCMV changes
in cytosine methylation were distinctive between the cultivars, suggesting epigenetic
differences in response to SCMV inoculation. Whilst the resistant cultivar IACSP95-
5000 showed higher frequencies of polymorphisms regarding cytosine
hyphomethylation 24 hours post inoculation (hpi) and 72 hpi, and higher
hypermethylation polymorphisms 48 hpi, the susceptible cultivar IACSP91-1099
showed an exchange from inner cytosine methylation to external cytosine
hemimethylation. The sequencing of the MSAP polymorphism caused by SCMV
indicated relevance for the characterization of sugarcane-SCMV interaction, since
alignments with transcripts putatively associated with biotic and abiotic stresses
responses, chromatin remodeling and transposable elements were observed. In turn,
MSAP alignments with genomic region showed putative promoter regions for
downstream transcripts associated with protein kinase and transposable elements.
DTFs alignments suggests changes in photosynthesis, post-stress recovery, activity
of transmembrane proteins, responses to biotic and abiotic stresses, transposable
elements and a DTF with putative function in chromatin remodeling via DNA
methylation and histone 3 (H3) modification. Analyses of putative promoter regions of
MSAP fragments and DTFs revealed cis acting motifs responsive to stress,
phytohormones and epigenetic pathways, besides the proximity of CpG islands,
suggesting a crosstalk between changes in transcriptome and cytosine methylation.
The validation of three DTFs by gRT-PCR showed a complex expression and a
contrasting behavior from cDNA-AFLP observations. Even though, DTF_1 profile
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expression may explain some of the hypomethylation polymorphisms observed from
MSAP molecular marker, whereas DTF_2 may explain the contrasting behavior in
symptom expression between cultivars. The pronounced downregulation observed
for DTF_4 in IACSP95-5000, in turn, correlates with maize genetic resistance to a
Potyvirus belonging to SCMV subgroup.

Keywords: epigenetics, candidate genes, viral infeccion, expression profile,
Saccharum officinarum
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ROS - “Reactive oxygen species”

SAR - “Systemic acquired resistance”
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1. INTRODUCAO

A cana-de-acucar (Saccharum spp.) é uma das principais culturas de
importancia econémica mundial sendo o Brasil o maior produtor com 657,18 milhdes
de toneladas de cana-de-acUcar na safra 2016/2017 (CONAB, 2017).

O numero de cultivares de cana-de-acucar em cultivo no pais é grande devido
ao alto potencial produtivo dos programas de melhoramento, 0 que permite
adaptacdo as diversas condicbes agroclimaticas, além de proporcionar uma
restricio natural da éarea plantada com um Unico cultivar, reduzindo riscos
econdmicos de perdas com possiveis epidemias (LANDELL; BRESSIANI, 2008). A
resisténcia a doencas constitui o principal fator de substituicdo de cultivares na cana-
de-acucar (BRESSIANI, 2001), sendo o mosaico uma das principais doencas da
cultura, com registros em quase todos os paises produtores (GONCALVES et al.,
2012; VISWANATHAN; MOHANRAJ, 2001).

O mosaico da cana-de-acucar causado pelo Sugarcane mosaic virus (SCMV)
€ responsavel por diversos impactos econdmicos na cultura, com prejuizos desde a
reducdo na eficiéncia fotossintética a reducdes em varios parametros de
crescimento e producdo (VISWANATHAN; BALAMURALIKRISHNAN, 2005). Os
sintomas iniciais de infeccdo, segundo Gongalves et al. (2007), sdo caracterizados
por pontos cloréticos de distribuicdo linear no meio ou mais comumente na base das
folhas, que evoluem para areas alongadas formando um mosaico tipico, podendo
aumentar de severidade com a idade da folha. Pode haver acentuada reducdo no
crescimento das plantas dependendo da espécie e estirpe do virus, do cultivar de
cana-de-agucar e da infec¢cdo ocorrer nos estagios iniciais de desenvolvimento da
planta.

No Brasil, a doenga encontra-se relativamente controlada com a agéo dos
programas de melhoramento e a adocdo de praticas culturais como o roguing em
viveiros, 0 uso de mudas sadias e 0 constante monitoramento de campos

comerciais. No entanto, fatores como condigbes epidemiologicas favoraveis a



disseminacdo do mosaico e a descricdo de novos isolados, como o SCMV Rib-1,
responsavel por surtos de mosaico em cultivares até entdo consideradas resistentes,
reforcam a importancia atual da doenca no desenvolvimento de novos cultivares
(GONCALVES et al., 2004, 2007, 2012).

Apesar de sua importancia, principalmente por ocasionar perdas significativas
de produtividade em cultivares suscetiveis, poucos estudos foram realizados para a
caracterizagdo molecular da resisténcia da cultura da cana-de-agucar ao SCMV. A
identificacdo de fragmentos diferencialmente expressos (FDES) no cultivar resistente
durante o processo de infeccdo pelo SCMV pode sinalizar possiveis genes
candidatos envolvidos em respostas de resisténcia.

Técnicas de analise de transcriptoma permitem o estudo de mudancas na
expressao génica, sendo a principal forma de caracterizacdo de genes em cana-de-
acucar (MANNERS; CASU, 2011), uma vez que 0 sequenciamento completo de seu
genoma ainda ndo foi obtido (OKURA et al., 2016). A técnica de cDNA-AFLP
(“cDNA-amplified fragment length polymorphism”) tem sido considerada eficiente,
sensivel e com reprodutibilidade para o isolamento de genes diferencialmente
expressos (BACHEM et al., 1996), a qual ndo requer o conhecimento prévio do
genoma. Por este motivo ela vem sendo muito util no estudo de novos genes em
organismos nao modelos (DURRANT et al., 2000; DITT et al., 2001; ZAGO et al.,
2006) e oferece grande potencial em estudos de estresse bidtico para o
desenvolvimento de marcadores genéticos associados a resisténcia a pragas e
doencas (BUTTERFIELD et al., 2004).

Diversas alteragcbes na expressdo génica vém sendo relacionadas aos
fendbmenos de metilacdo de DNA (SUZUKI; BIRD, 2008), interferéncia de RNA
(RNAIi; STORZ, 2002) e modificacdo de histonas e proteinas remodeladoras da
cromatina (BANNISTER; KOUZARIDES, 2011), fendmenos estes que sédo
compreendidos pelo termo epigenética (FEIL; FRAGA, 2012). A investigacdo de
alteracbes no padrdo de metilaghio no genoma da cana-de-acucar durante o
processo de infeccdo pelo SCMV por meio da técnica MSAP (“Methylation Sensitive
Amplified Polymorphism”) permite sua quantificagcdo e identificacdo de possiveis

genes afetados por essa via epigenética. A técnica vem sendo aplicada para



avaliacao de variabilidade no padréo de metilacdo de populacdes selvagens, assim
como para associagbes com funcdo génica por meio de técnicas de clonagem e
sequenciamento dos polimorfismos observados (CICATELLI et al., 2014; MEDRANO
et al., 2014).

Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo dar continuidade a
identificacdo de FDEs obtidos pela técnica cDNA-AFLP por Medeiros et al. (2014),
assim como investigar a alteracao no padréo de metilacdo e sua associagao a genes
por meio da técnica MSAP. A técnica MSAP foi aplicada em material vegetal
procedente do experimento conduzido por Medeiros et al. (2014), onde dois
cultivares de resposta contrastante ao mosaico foram inoculados com a estirpe
agressiva de SCMV (estirpe Rib-1). Ambos os cultivares, IACSP95-5000 (resistente)
e IAC91-1099 (suscetivel), foram obtidos por micromeristemas, conduzidos em
condicBes controladas de casa-de-vegetacdo e amostradas nos tempos de 24, 48 e

72 horas apés a inoculacao.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Importancia da cultura da cana-de-acucar

A cultura da cana-de-acucar possui importancia para producdo de alimento e
energia devido a sua capacidade de acumulo de altos niveis de sacarose em seus
colmos e alto rendimento, sendo uma das culturas de maior colheita total em
toneladas (DAL-BIANCO et al., 2011). Em 2013, foram produzidas 1.900 milhdes de
toneladas de cana-de-acucar em uma area de 26,5 milhdes de hectares distribuidos
nos diversos paises produtores, sendo o Brasil o maior produtor mundial, com
contribuicdo de 40,5% dessa producdo (FAOSTAT, 2013). Segundo a CONAB
(2016), a producéo de cana-de-agucar para a safra 2015/16 foi de 665,6 milhdes de
toneladas, com crescimento de 4,9% em relacdo a safra 2014/15, enquanto a area

cultivada foi de 8,6 milhdes de hectares, com redugédo de 3,9% em relacdo a safra



anterior. As regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste contribuiram para a reducdo na
area cultivada, mas apresentaram aumentos na produtividade, enquanto a regido
Nordeste apresentou declinio na area destinada a producdo e na produtividade. A
regido Norte, responsavel por menos de 1% da producdo nacional, apresentou
aumento na area cultivada e reducéo na produtividade. Apos o salto de producédo de
acucar entre as safras 2005/06 e 2010/11, os valores permaneceram em torno de 38
milhdes de toneladas até a safra 2013/14, ficando abaixo dos 35 milhdes nas ultimas
duas safras, sendo a producdo na safra 2015/16 de 33,49 milhdes de toneladas,
com reducéo de 5,8% em relacdo a safra anterior. Cinco estados contribuiram para
essa reducao, sendo eles Alagoas, Sao Paulo, Pernambuco, Parana e Goias. No
estado de Sao Paulo, a despeito do aumento na producdo de cana-de-acUcar, 0
acucar total recuperavel (ATR) foi menor que o da safra anterior, 0 que acarretou em
uma menor obtencdo de subprodutos. Outros fatores que contribuiram para a
reducdo na producdo de acucar foram o déficit hidrico nos estados de Alagoas e
Pernambuco, e a producdo de etanol em detrimento da de acucar, no estado de
Goias. As contribuicbes das diferentes regides para a producdo de acucar na safra
2015/16 foram nas proporcbes de 73,5% para a regido Sudeste, 10,6% para a
Regido Centro-Oeste, 7,6% para a Regido Nordeste, 8,1% para a regidao Sul e 0,1%
para a Regido Norte. A producdo brasileira de etanol total no pais na safra
2015/2016 foi de 30,5 bilhdes de litros, com aumento de 6,3%, com contribuicdo das
regides Centro-Oeste, Sudeste e Norte para esse aumento. A producéo de etanol é
concentrada na Regido Sudeste (59,3%), seguida pela Regido Centro-Oeste (29%),
Nordeste (5,6%), Sul (5,2%) e Norte (0,9%). Os aumentos na produtividade da cana-
de-acucar no Brasil devem-se principalmente a praticas culturais e ao melhoramento
genético (CHEAVEGATTI-GIANOTTO, 2011), sendo o objetivo atual a selecdo de
clones com alta produtividade e teores de sacarose por hectare, mais rusticidade,
como tolerancia a seca, resisténcia a pragas e doencas e alta producéo de etanol e
biomassa (CESNIK; MIOCQUE, 2004; MORAIS et al., 2015).

2.2. Taxonomia da Cana-de-agucar, origem e diversidade



A cana-de-agUcar pertence ao género Saccharum L., tribo Andropogoneae,
subfamilia Panicoideae, familia Poaceae. Espécies domesticadas e selvagens da
tribo Andropogoneae representam importantes fontes de alimento, forragem, fibra e
combustivel, e incluem grandes culturas como milho (Zea mays) e sorgo (Sorghum
bicolor), além da cana-de-agucar. Todas as espécies da tribo apresentam sistema
fotossintético C4, que € caracterizado pela maior fixacdo de carbono e eficiéncia no
uso de agua e nutrientes em comparacdo a maioria das espécies vegetais
(BEADLE; LONG, 1985; BROWN, 1978) contribuindo para as altas produtividades
de biomassa observadas nas espécies cultivadas (SWAMINATHAN et al., 2010).
Outra caracteristica da tribo € a ampla distribuicdo do fendmeno da poliploidia
levando a formacdo de genomas grandes e complexos. Mesmo apresentando
distribuicdo tipicamente tropical e subtropical, as espécies de Andropogoneae
cultivadas apresentam adaptacdo a uma diversidade de ambientes e variam quanto
ao ciclo da cultura (anuais e perenes) e a forma cultivavel de carbono (agucar, amido
de graos ou celulose) (SWAMINATHAN et al., 2010).

Segundo Grivet et al. (2004), os recursos genéticos da cana-de-acucar podem
ser divididos nas categorias de cultivares tradicionais, acessos selvagens e
cultivares modernos. Os cultivares tradicionais ndo apresentam mais expressao no
ambiente de cultivo, sendo utilizados como progenitores dos cultivares modernos e
fontes em potencial de caracteres de interesse para o melhoramento genético.
Historicamente, os cultivares tradicionais descendem diretamente das primeiras
domesticacdes por propagacao clonal via toletes, abrangendo os cultivares nobres
(S. officinarum L., x = 10, 2n = 8x = 80) (BREMER, 1961; D'HONT et al., 1995), os
cultivares do Norte da india e os Chineses (BARBER, 1922). Os cultivares nobres
possuem centro de diversidade em Nova Guiné e sdo caracterizados pelos altos
teores de aclcar, enquanto os cultivares do Norte da india e os Chineses s&o
caracterizados pela melhor adaptacdo ao clima tropical, nUmero de cromossomos
menor que 80 e teores de acucar comparativamente menores (GRIVET et al., 2004).
Cinco grupos morfo-citolégicos foram descritos o subgrupo que abrange os
cultivares do Norte da india e Chineses, sendo quatro deles incluidos na espécie S.

barberi Jesw (Mungo, Saretha, Nargori e Sunnabile) e um incluido tanto na espécie



S. barberi Jesw (2n = 111-120) como S. sinense (2n = 81-124) Roxb (Pansahi)
(BARBER, 1922; D’'HONT et al., 1996).

Os acessos selvagens incluem S. spontaneum L (x=8, 2n=40 e 2n=128), S.
robustum Brandes e Jeswiet ex Grassl (x=10, 2n=60 e 2n=80) (D’HONT et al., 1996,
1998; HA et al., 1999, GRIVET et al., 2004) e espécies do género Erianthus,
Miscanthus, Sclerostachya e Narenga. Esses acessos selvagens, que Ssao
relacionados aos cultivares tradicionais de cana-de-agUicar e potencialmente
incluidos entre seus progenitores (GRIVET et al., 2004), foram reunidos no grupo
taxondmico informal ‘complexo Saccharum’, definido primeiramente por Mukherjee
(1957) e estendido posteriormente por Daniels et al. (1975). O ‘complexo
Saccharum’ representa a fonte de variacdo genética disponivel para os programas
de melhoramento. De acordo com D’Hont et al.(2002), S. barberi e S. sinense séo
hibridos interespecificos entre S. officinarum e S. spontaneum, enquanto S. edule
pode ser um hibrido interespecifico ou intergénero entre S. officinarum ou S.
robustum com alguma espécie do ‘complexo Saccharum’ (DANIEL; ROACH, 1987).
Segundo Irvine (1999), o nivel de ploidia e nimero de cromossomos variam entre
acessos de espécies do género Saccharum, com excecdo para S. offcinarum,
resultando em diferentes tamanhos de genoma entre acessos e hibridos Saccharum.

Os cultivares modernos de cana-de-acUcar pertencem a um complexo de
espécies aneuploides e poliploides (GRIVET; ARRUDA, 2002) obtidos por meio de
complexas hibridagBes interespecificas entre cultivares tradicionais e clones de S.
spontaneum em cruzamentos artificiais, seguido de diversas geracfes de selecdo
clonal (D’HONT et al., 1996). O conjunto cromossémico dos cultivares modernos
(2n=100-130) é estimado em consistir de 70-80% de S. officinarum, 10-20% de S.
spontaneum e de aproximadamente 10% de recombinantes entre 0s genomas
destas duas espécies (D’HONT et al., 1996). As espécies S. sinense, S. barberi e S.
robustum também apresentam uma contribuicio menor em alguns cultivares
modernos de cana-de-acucar (CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al., 2011). A base
genética dos cultivares modernos é caracterizada pelo estreitamento devido ao uso
de um pequeno numero de clones S. officinarum e S. spontaneum nos primeiros

cruzamentos interespecificos (ARCENAUX, 1967), sendo sua maioria descendente



desses clones (BERDING; ROACH, 1987; DEREN, 1995). O estreitamento da base
genética também tem sido observado nos programas de melhoramento do Brasil,
onde se utilizam de forma preponderante cultivares comerciais como parentais, 0S
quais possuem uma base genética comum (BARBOSA, 2001; DUARTE FILHO et
al., 2010). Dessa forma, programas de introgressdo com acessos selvagens vém
sendo desenvolvidos para ampliar a base genética da cultura, assim como para
selecdo de gendtipos com foco na producéo de biomassa para producdo de etanol e
energia (BARBOSA et al., 2004).

2.3. Doencas da cana-de-acucar

Atualmente, 216 doencas foram descritas em cana-de-acucar sendo 10
consideradas como de grande impacto econdmico, sendo elas mosaico, carvao,
raquitismo da soqueira, escaldadura, ferrugem, amarelinho, podriddo vermelha,
estrias vermelhas, podriddo abacaxi e mancha parda (SANGUINO, 2012; MORAIS
et al., 2015).

O manejo de doencas na cultura da cana-de-acucar consiste principalmente
na integracdo entre resisténcia genética e praticas culturais como medidas de
guarentena, roguing em Vviveiros e o0 constante monitoramento de campos
comerciais. Alguns cultivares sdo suscetiveis a mais de um patdgeno e muitos
clones elite de alta producdo ndo s&o liberados comercialmente devido a
suscetibilidade a patégenos. Desta forma, existe uma constante necessidade de
manter e introduzir genes de resisténcia em clones cultivados assim como em
germoplasma de cana-de-acucar com potencial para o melhoramento
(LAKSHMANAN et al., 2005).

Os primeiros hibridos interespecificos entre S.officinarum e S. spontaneum e
0 subsequente processo de nobilizacdo caracterizaram 0s primeiros avangos no
cultivo da cana-de-acgucar. O processo de nobilizacao consistiu de retrocruzamentos
sucessivos com S. officinarum, e os avancos obtidos consistiram no controle de

algumas doencas via transferéncia de genes de resisténcia, assim como aumentos



na produtividade, no perfilhamento e na adaptacdo a estresses abioticos (ROACH,
1972). Um dos grandes avancos do melhoramento convencional consistiu na
obtencdo de clones resistentes ao raquitismo de soqueira e ferrugem (MORAIS et
al., 2014).

2.4. Biotecnologia e o melhoramento da cana-de-acgucar

A aplicacdo de ferramentas da biologia molecular pode fornecer alternativas
as limitacbes do melhoramento classico, a exemplo do emprego de marcadores
moleculares nos estudos genéticos em culturas de genoma complexo como a cana-
de-acucar. O sequenciamento de genomas vegetais geralmente € desafiador devido
a arquitetura complexa e alto conteudo de sequéncias repetitivas, sobretudo para os
hibridos de cana-de-acucar, com mais de 55% de sequéncias repetitivas (OKURA et
al., 2016), nivel de ploidia superior a 10 e o genoma de 10 Gb, a exemplo do
cultivar R570 (D’HONT; GLASZMANN, 2001; LE CUNFF et al.,, 2008). Esta
complexa arquitetura gendmica com diversos homo/homeoalelos em cada locus
(DAUGROIS et al., 1996; GUIMARAES et al., 1999) dificulta a montagem do genoma
por meio da técnica de sequenciamento “shotgun”, devido a sobreposicdo de leituras
provenientes dos homeoalelos que impede a recuperacdo de grandes “contigs”. O
sequenciamento completo do genoma da cana-de-acucar ainda néo foi alcancado e
algumas regides do genoma consenso obtidas podem apresentar um mosaico de
sequéncias com significado biol6égico comprometido (OKURA et al., 2016). Como
alternativa tem-se realizado sequenciamentos de bibliotecas de cromossomos
artificiais de bactérias (“Bacterial Artificial Chromosome”, BAC) e posteriores
alinhamentos usando o genoma de sorgo como modelo sinténico de modo a
fornecer mapas de referéncia que permitem o melhor entendimento da organizacao
gendmica da cana-de-acucar (PATERSON et al., 2009; DE SETTA et al., 2014;
OKURA et al., 2016), pois alinhamentos parciais de regides sobrepostas de grandes
contigs possibilitam a representacdo de diferentes segmentos cromossémicos

homologos/homedlogos. Os géneros Saccharum e Sorghum compartilham diversas



similaridades em sua composi¢cdo genética, uma vez que se originaram de um
ancestral comum aproximadamente 5-8 milhdes de anos atrds (AI-JANABI et al.,
1994; GUIMARAES et al., 1997; FIGUEIRA et al., 2008) de forma que possui amplo
reconhecimento como genoma de referéncia para analises comparativas, auxiliando
a compreensao do genoma da cana-de-acucar (SWAMINATHAN et al., 2010).

Devido a falta de um genoma completamente sequenciado, a caracterizacao
de genes de cana-de-agUcar e sua associacdo com caracteres biol6gicos como
acumulo de acucar, producédo de biomassa e tolerancia a estresses tem se baseado
em estudos de transcriptoma (MANNERS; CASU, 2011). Diversas técnicas que
permitem o estudo das alteracdes no transcriptoma estdo presentes na literatura,
tendo-se como exemplos macroarranjos (SCHENA et al., 1995), microarranjos
(AHARONI; VORST, 2002), andlise de diferencas representativas (“representational
difference analysis”, RDA) (HUBANK; SCHATZ,1994), hibridizacdo subtrativa
supressiva (“suppression subtractive hybridization”, SSH) (DIATCHENKO et al.,
1996), cDNA-AFLP (BACHEM; OOMEN; VISSER, 1998), andlise serial da expressao
génica (“serial analysis of gene expression.”, SAGE) (YAMAMOTO et al., 2001) e
RNA-seq (GRABHERR et al., 2011).

O sequenciamento de marcadores de sequéncia expressa (“expressed
sequence tags”, ESTs) tem contribuido para o processo de descoberta de genes em
cana-de-acucar (HOTTA et al.,, 2010), havendo iniciativas de desenvolvimento de
colecbes ESTs por grupos de pesquisa na Africa do Sul (CARSON; BOTHA, 2000),
Australia (CASU et al., 2003), Estados Unidos (MA et al., 2004), e pela iniciativa da
SUCEST no Brasil (VETTORE et al., 2003). Segundo Dal-Bianco et al. (2010), a
base de dados SUCEST-FUN integra o projeto EST de cana-de-acucar (SUCEST)
(VETTORE et al., 2003), o indice de genes de cana-de-acucar (“Sugarcane Gene
Index”, SGI), dados de expressao génica (PAPINI-TERZI et al., 2005; ROCHA et al.,
2007; PAPINI-TERZI et al., 2009; WACLAWOVSKY et al., 2010), a base de dados
GRASSIUS (YILMAZ et al.,, 2005) e registros de caracteristicas agronémicas,
fisiologicas e bioquimicas de cultivares de cana-de-acucar (http://sucest-fun.org). A
colecdo SUCEST abrange 26 bibliotecas cDNA obtidas de raiz, plantulas, colmos,

folhas, flores e sementes, assim como calos submetidos a estresses abioticos e
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plantulas submetidas a infeccdo com bactérias fixadoras de nitrogénio endofiticas,
que permitem uma abordagem global da expressdo génica em cana-de-agucar
(VETTORE et al., 2003). A cole¢do contém 237.954 ESTs agrupados em 43.141
transcritos montados, 32.848 proteinas preditas e 68.383 pontos de dados de
expressao génica diferencial (NISHIYAMA et al., 2010).

Os estudos envolvendo a caracterizagcdo de genes descobertos por meio de
ESTs foram realizados principalmente por meio de analises de padrbes de macro e
micro arranjos e PCR quantitativo (HOTTA et al.,, 2010). Uma limitacdo das
metodologias de arranjo se encontra na aplicacdo restrita a sequéncias ja
identificadas (YAMAMOTO et al., 2001).

A técnica cDNA-AFLP, por sua vez, possui a vantagem de ndo requerer
conhecimentos prévios de sequéncia para sua aplicacdo. Diferentemente das
técnicas de arranjo, ela oferece poucas informacfes para um cendrio mais amplo da
reprogramacgao génica (MANNERS; CASU, 2011), mas tém apresentado relevante
aplicacao na identificacdo de genes candidatos para diversas condicdes (DINARI et
al., 2013; BASTIAANSE et al., 2014; EBADZAD; CRAVADOR, 2014; GUO et al.,
2014).

2.5. Mosaico da cana-de-agucar

O Sugarcane mosaic virus (SCMV), agente causal do mosaico da cana-de-
acucar, pertence ao género Potyvirus, da familia Potyviridae. A familia Potyviridae é
a segunda maior dentre os fitovirus, depois da Geminiviridae, com um total de 203
espécies distribuidas em oito géneros de virus: Potyvirus,
Brambyvirus, Bymovirus, Ipomovirus, Macluravirus, Poacevirus, Rymovirus,
Tritimovirus, sendo o género Potyvirus o mais abrangente, com 146 espécies
(ROOSSINCK, 2012; VALLI et al., 2015 ). A doenca do mosaico em membros da
familia Poaceae é causada por diferentes virus pertencentes ao subgrupo do SCMV,
incluindo seis espécies do género Potyvirus (SCMV; Sorghum mosaic virus, SrMV,;

Johnsongrass mosaic virus, JGMV; Maizedwarf mosaic virus, MDMV; Pennisetum
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mosaic virus ,PenMV; Zea mosaic virus, ZeMV) e uma do género Poacevirus
(Sugarcane streak mosaic virus, SCSMV). Em condi¢Bes naturais apenas o SCMV,
SrMV e SCSMV infectam a cana-de-acucar (CHATENET et al., 2005), sendo que no
Brasil apenas o SCMV foi relatado (GONCALVES et al., 2007).

A doenca é responsavel por diversos impactos econdémicos na cultura da
cana-de-agucar, promovendo redu¢cdes em parametros de crescimento e producao,
além de alteracbes nas propriedades do caldo extraido. Viswanathan e
Balamuralikrishnan (2005) ao compararem colmos dos cultivares Co 740 e CoC 671
nas condicdes de auséncia e presenca de infeccdo por SCMV, observaram
reducBes na germinacdo de colmos, producéo de perfilho e assimilacédo liquida de
CO,, a qual representa reducdo na taxa de fotossintese. Os parametros de producao
como diametro de colmo, nimero de internédios e peso de colmo também
apresentaram reducdo juntamente com as propriedades do caldo extraido como brix,
polaridade, pureza e sobrenadante livre de células (“cell free supernatants”, CCS).
As espécies SCMV e SrMV representam os virus mais disseminados na cultura e
uma ameaca potencial a agroindustria (PERERA et al., 2009). Os sintomas iniciais
de infeccdo, segundo Goncalves et al. (2007), sdo caracterizados por pontos
cloréticos de distribuigdo linear no meio ou mais comumente na base das folhas, que
evoluem para areas alongadas formando um mosaico tipico, podendo aumentar de
severidade com a idade da folha. Pode haver acentuada reducdo no crescimento
das plantas dependendo da espécie e estirpe do virus, do cultivar de cana-de-acucar
e do estdgio de desenvolvimento da planta quando ocorre a infeccdo, com maior
severidade em estagios iniciais.

A transmissdo dos virus do subgrupo do SCMV se d& por meio de varias
espécies de afideos, com destaque para Rhopalosiphum maidis e Schizaphis
graminum (TEAKLE et al., 1989), encontrados frequentemente em varias culturas do
Brasil (GONCALVES et al., 2007) (Figura 1). A transmissao ocorre de forma nao
persistente, com periodos de acesso de aquisicdo e de transmissdo de poucos
segundos a minutos, e retencdo por até algumas horas, a exemplo do SCMV MDB
(SHUKLA et al.,1994).
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Figura 1. Sintomas de mosaico da cana-de-acUcar e 0s principais vetores da
doenca. A: Sintoma severo de mosaico apos inoculacdo mecanica com
SCMV Rib-1 do cultivar IACSP97-4039. B: Adultos de Schizaphis
graminum infestando S. bicolor (SPARKS, 2004). C: Infestacéo
ocasionada por Rhopalosiphum maidis (fonte:
http://www.nbair.res.in/Aphids/Rhopalosiphum-maidis.php).

Devido a transmissdo nao persistente, o controle quimico dos vetores ndo é
efetivo no controle da doenca (GONCALVES et al., 2012). O controle e a prevencao
de infec¢Bes por Potyvirus sdo dificultados pelo comportamento de migracdo dos
afideos, juntamente com o fato de que cada espécie de Potyvirus pode ser
transmitida por muitas espécies de afideos, ao passo que cada espécie de afideo
pode transmitir diversas espécies de Potyvirus (GIBBS et al., 2008; IVANOV et al.,
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2014). No Brasil, a doenca se encontra relativamente controlada com a acédo dos
programas de melhoramento e a adocao de praticas culturais como o rouguing em
viveiros, 0o uso de mudas sadias e o0 constante monitoramento de campos comerciais
(GONCALVES et al., 2012). No entanto, fatores como condi¢cGes epidemioldgicas
favoraveis a disseminacdo do mosaico e a descricdo de novos isolados, como o
SCMV Rib-1, responsavel por surtos de mosaico em cultivares considerados
resistentes, até o seu surgimento, reforcam a importancia atual da doenca no
desenvolvimento de novos cultivares (GONCALVES et al., 2007, 2012).

A infeccao por Potyvirus envolve processos moleculares complexos em varios
compartimentos celulares, requerendo a participacao de diversos genes e proteinas
por parte do hospedeiro, sendo muitos aspectos ndo esclarecidos acerca do
mecanismo de supressao das defesas do hospedeiro e da criacdo de um ambiente
intracelular 6timo para a traducédo do genoma viral (IVANOV et al., 2014). Um melhor
entendimento da interacdo entre proteinas de Potyvirus e hospedeiro tem sido
possivel por meio de analises de transcriptoma (AGUDELO-ROMERO et al., 2008;
BABU et al., 2008; BAEBLER et al., 2009), proteoma (YANG et al., 2011; WU et al.,
2013), metaboloma (PRASCH; SONNEWALD, 2013) e interactoma (ELENA;
RODRIGO, 2012; MARTINEZ et al., 2016).

O estudo de microarranjos de cDNA realizado por Baebler et al. (2009) com
dois cultivares de batata de resposta contrastante a estirpe necrotica de Potato virus
Y (PVY) revelou alteracfes em transcritos relacionados a fotossintese, percepc¢ao de
sinais, e defesa vegetal por meio de compostos secundéarios e inibidores de
proteinase. No cultivar suscetivel foi observada a regulacédo positiva de transcritos
relacionados a sinalizacdo e a fatores de transcricao da familia WRKY, enquanto no
cultivar resistente foi observada regulacédo positiva de transcritos relacionados a
sintese de compostos secundarios e resposta a estresses bidticos. Em Arabidopsis
thaliana sob infeccdo com outro Potyvirus, o Plum pox virus (PPV), Babu et al.
(2008) observaram regulacdo negativa de genes relacionados a
desenvolvimento/armazenamento de proteinas, sintese proteica e traducdo de
genes relacionados a parede celular, enquanto uma regulacdo positiva foi observada

para genes envolvidos em acgucares soluveis, aminoacidos, organelas intracelulares
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ligadas a membrana, cloroplastos e destinacao de proteinas. A expressao diferencial
destes genes foi associada a infeccdo por PPV e ao desenvolvimento de sintomas,
enquanto o perfil de protoplastos de A. thaliana transfectados com PPV revelou uma
regulacdo negativa mais proeminente que a regulacdo positiva nos primeiros
estagios de infeccdo e a concomitante inducdo e alta representacdo de genes
relacionados a defesa, sinalizacdo celular, metabolismos priméario e secundério,
transcricdo e transporte com possivel funcdo em vias de transducdo de sinais
responsaveis pela inducéo de resisténcia a PPV, sendo alguns exemplos proteinas
da familia zinc finger e da familia de fatores de transcricio WRKY (BABU et al.,
2008). A interacdo entre vias de sinalizagdo de estresses abidticos e bioticos tem
sido observada na literatura (KNIGHT; KNIGHT, 2001; SMEKALOVA et al., 2014).
Agudelo-Romero et al. (2008) observaram que o Potyvirus Tobacco etch virus (TEV)
ativou genes de A. thaliana que também s&o induzidos por estresses abioticos,
como seca, salinidade, altas temperaturas e injuria mecénica.

Em analises de proteoma de milho sob infeccdo com SCMV, Wu et al. (2013)
observaram 93 proteinas responsivas a infeccdo viral, envolvidas principalmente em
vias de energia e metabolismo, resposta a estresses e em vias de defesa,
fotossintese e fixacdo de carbono, com localizacdo predominante no cloroplasto e
citoplasma. Yang et al. (2011) observaram 28 proteinas diferencialmente expressas
em soja sob infeccdo com outro Potyvirus, o Soybean mosaic virus (SMV),
envolvidas na sintese e degradacao de proteinas, sinalizacdo, defesa a doencas e
regulacdo do metabolismo energético.

Elena e Rodrigo (2012) realizaram uma abordagem sistémica das interagdes
entre os componentes do hospedeiro e de Potyvirus em A. thaliana mediante
analises de interactoma. Isso foi realizado por meio da integracao de informacdes de
diversas fontes referentes a interagcOes fisicas entre proteinas de Potyvirus e A.
thaliana, e demonstraram que as proteinas virais P3 e VPg interagem com as
proteinas do hospeiro Rbcs e OBE-1. Essas proteinas de hospedeiro se
caracterizam por serem altamente conectadas a outras proteinas, apresentando 23
e 27 interagdes, respectivamente, podendo ser definidas como proteinas ‘hub’.

Segundo os autores, isso sugere a ocorréncia de uma perturbacdo de todo o
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proteoma hospedeiro durante a infeccdo, por meio de interacdes diretas na
traducdo, degradacdo e dobramento proteicos. Apesar da tendéncia das proteinas
alvo de virus serem ‘hub’ no interactoma hospedeiro (DE CHASSEY et al., 2008;
PICHLMAIR et al., 2012), Martinez et al. (2016) ao analisarem proteinas de A.
thaliana alvos da proteina Nla de clones construidos de TEV, por meio de marcacao
de um de seus dois dominios, VPg ou NlaPro, e purificacdo por afinidade seguida de
andlise por espectrometria de massa (“affinity purification followed by mass
spectrometry analysis”, AP-MS) do tecido infectado, observaram que os alvos de Nla
nao apresentaram numero de conexdes significativas para serem consideradas
‘hub’, mas apresentaram posicionamento que permite a conexdo com outras
proteinas hospedeiras por vias curtas. Segundo os autores, as proteinas alvo de Nla
estdo envolvidas principalmente em respostas a estresse, metabolismo, fotossintese
e localizacdo, estando muitas conectadas a vias de sinalizacdo pelo fitormdnio
etileno.

Diferentemente dos avancos alcancados em outras espécies vegetais,
existem poucas informacdes na literatura sobre os mecanismos moleculares da
interacdo entre Potyvirus e a cultura da cana-de-aclcar. Um exemplo consiste na
investigacdo do transcriptoma em cana-de-acgucar realizada por meio da técnica
cDNA-AFLP em cultivares de resposta contrastante ao SCMV por Medeiros et al.
(2014). Os autores identificaram FDEs com similaridade a elementos transponiveis,
transcritos de proteina relacionada a patogénese (‘Pathogenesis Related”, PR) e

sinalizacdo de defesa.

2.6. Interacao patdégeno-hospedeiro

A defesa contra organismos potencialmente patogénicos em espécies
vegetais consiste em respostas imunes inatas de cada célula vegetal e em sinais
sistémicos originados dos sitios de infecgdo, ndo existindo especializagédo celular
para esse proposito (THOMMA et al., 2011). A imunidade inata pode ser dividida em

dois ramos principais de acordo com o tipo e localizacdo do receptor, da molécula
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detectada e dos componentes de sinalizacdo subsequentes (DODDS; RATHJEN,
2010).

O primeiro ramo consiste no reconhecimento de padrdes moleculares
associados a patogenos (“pathogen-associated molecular patterns”, PAMPS) por
meio de receptores transmembrana de reconhecimento de padrdo (“pattern
recognition receptors’, PRRs). Os PAMPs sdo originalmente definidos como
moléculas altamente conservadas evolutivamente em uma determinada classe de
microrganismo com fun¢Bes essenciais para o valor adaptativo ou sobrevivéncia
(MEDZHITOV; JANEWAY, 1997; NURNBERGER; BRUNNER, 2002), estando
presente também em microrganismos nao patogénicos, o que leva ao uso do termo
alternativo na literatura de padrdes moleculares associados a microbios (“microbe-
associated molecular patterns”, MAMPSs) (BOLLER; FELIX, 2009).

ApoOs o reconhecimento, a subsequente transducéo de sinais dentro da célula
ocorre por meio de cascatas de fosforilacdo, ocasionando rea¢des conhecidas como
defesas basais ou imunidade induzida por PAMP (“PAMP-triggered immunity”, PTI),
tendo-se como exemplo a producdo de espécies reativas de oxigénio (“reactive
oxygen species”, ROS), oxidos nitricos, ativacdo de proteinas kinases induzidas por
substancias mitogenas (MONAGHAN; ZIPFEL, 2012; BIGEARD; COLCOMBET;
HIRT, 2015), espessamento de paredes celulares, sintese de acido salicilico e
sinalizacao, além da reprogramacéo transcricional (BIGEARD; COLCOMBET; HIRT,
2015). Dentre as moléculas derivadas de patdgenos, tém-se como exemplo a
proteina estrutural de flagelo bacteriano, flagelina e o polissacarideo quitina,
presente nas paredes celulares de fungos, encontrados nos espac¢os apoplasticos.

O segundo ramo da imunidade vegetal compreende o reconhecimento de
efetores gerados pelos patdgenos, que sdo moléculas responsaveis pela interacao
com proteinas intracelulares do hospedeiro para disponibilizar nutrientes ou para
inibir respostas de defesa, que ocorrem principalmente por meio de receptores
imunes intracelulares denominados de proteinas ligantes a nucleotideos, ricas em
repeticbes de leucina (“nucleotide-binding leucine-rich repeat’, NB-LRR). Esse
processo € conhecido como imunidade induzida por efetores (“effector-triggered

immunity”, ETI) que envolve vias de defesa ainda pouco conhecidas (DODDS;
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RATHJEN, 2010; DANGL; HORVATH; STASKAWICZ, 2013). Essa via de
sinalizacdo € caracterizada pela especificidade em nivel de estirpe ou raca do
patégeno e € associada a respostas como morte celular programada, definida como
uma resposta de hipersensibilidade (“hyper-sensitive response”, HR), e também a
resisténcia sistémica adquirida do hospedeiro (“systemic acquired resistance”, SAR)
(THOMMA; NURNBERGER; JOOSTEN, 2011).

Jones e Dangl (2006) propuseram o modelo ‘zig-zag’, que ilustra em quatro
fases o processo evolutivo da relacdo entre patégeno e hospedeiro. Na primeira
fase, a infeccdo é prevenida por meio da defesa basal ou PTI. Na segunda fase,
patégenos bem sucedidos liberam efetores que interferem com as defesas basais ou
que permitem sua nutricdo e dispersdo, ocasionando a suscetibilidade induzida por
efetores (“effector-triggered susceptibility”, ETS). Na terceira fase ocorre o
reconhecimento de um dos efetores por uma proteina NB-LRR, ocasionando a ETl e
a prevencédo do processo infeccioso. Na quarta fase, a pressdo de sele¢éo ocasiona
a predominancia de isolados que néo possuam o efetor reconhecido pelo hospedeiro
e até ao ganho de novos efetores via fluxo génico horizontal, de forma a inibir a ETI
(STAVRINIDES; MCCANN; GUTTMAN, 2008; DONG et al., 2014). Essa
circunstancia favorece a selecdo de novos alelos do hospedeiro capazes de
reconhecer os novos efetores, promovendo novamente a ETlI (KASCHANI et al.,
2010; RAVENSDALE et al., 2010). Dentre 0os mecanismos responsaveis pela
evolucdo dos receptores vegetais encontram-se mutacdes, duplicacées e rearranjos
génicos (MEYERS, 2003; JOSHI; NAYAK, 2013). Evidéncias recentes tém apontado
para um cenario mais complexo para o sistema imune vegetal que o proposto pelo
modelo ‘zig-zag’, sugerindo a existéncia de uma transi¢cdo continua entre PAMPs e
efetores, PRR e proteinas R e, deste modo, entre PTlI e ETI (THOMMA;
NURNBERGER; JOOSTEN, 2011).

Os virus geralmente ndo séo vistos como responsaveis pela codificacdo de
PAMPs e efetores, sendo excluidos na maioria dos modelos de imunidade vegetal
PTI e ETI (JONES; DANGL, 2006; BOLLER; FELIX, 2009; DANGL;
SCHWESSINGER; RONALD, 2012; HORVATH; STASKAWICZ, 2013). Evidéncias

recentes reunidas na revisdo de Nicaise (2014) demonstram casos de
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reconhecimento de elementos virais por proteinas hospedeiras NBS-LRR que
desencadeiam reacdes como HR e SAR, sugerindo mecanismos antivirais ETI. Ja a
presenca de um padrdo molecular conservado nos motivos protéicos dos virus, cujo
genoma é altamente variavel, é de dificil aplicacdo, no entanto a presenca de
caracteristicas estruturais Unicas nos genomas virais e em suas formas replicativas
pode permitir seu reconhecimento pelo hospedeiro e atuar como um PAMP viral
(NICAISE, 2014). Mais recentemente, Nicaise e Candresse (2016) observaram
regulacdo de genes PTI em Arabidopsis em resposta ao Potyvirus Plum pox virus
(PPV) e efeitos repressores na expressdo desses genes, trabalhando com a
expressdo in planta de CP-GFP (proteina capsidial viral fusionada a GFP). Os
autores levantaram a hipotese que a infeccdo por PPV induz mecanismos PTI que
sdo posteriormente reprimidos pela proteina viral CP, um possivel efetor, para
promover a colonizacédo do hospedeiro.

Segundo Nicaise (2014), as vias de defesa de espécies vegetais a virus se
baseiam em genes R (resisténcia dominante), na auséncia de fatores favoraveis ao
virus no hospedeiro (resisténcia recessiva), na regulacdo de redes de sinalizacdo
por fitormoénios e na interferéncia de RNA (“RNA interference”, RNAI). A maioria dos
genes de resisténcia de heranca dominante (genes R) identificados na interacao de
espécies vegetais com virus pertence a classe de sitios NB-LRR (NBS-LRR) que
reconhecem especificamente os produtos génicos virais estabelecendo a interacéo
definida como gene a gene. Diversas proteinas NB-LRR que conferem resisténcia a
virus foram descritas e classificadas com base na estrutura N-terminal, que pode
carregar um receptor “Toll-interleukin-1" (TIR) ou dominio “coiled-coin” (CC)
(MOFFETT, 2009; DE RONDE et al., 2014).

Dentre as proteinas CC-NBS-LRR, um dos exemplos mais bem
caracterizados é o gene Rx1l da cultura da batata, responsavel por mediar a
resisténcia ao virus Potato potexvirus X (PVX) por meio do reconhecimento da
proteina capsidial (CP) (RAIRDAN et al., 2008; HAO et al., 2013). Das proteinas TIR-
NBS-LRR, o fator N (“N factor”), descrito em Nicotiana tabacum, interage com o
dominio replicase do Tobacco mosaic tobamovirus (TMV) de forma dependente de

ATP (UEDA et al., 2006). Exemplos de genes de resisténcia ndo pertencentes a
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classe NB-LRR incluem os genes RTM (“Restircted TEV Movement”) observados em
interacbes com virus do género Potyvirus como Tobacco etch virus (TEV), Lettuce
mosaic virus (LMV), e Plum pox virus (PPV) (COSSON et al., 2012).

Segundo Diaz-Pendon et al. (2004), dos 200 genes de resisténcia a virus
descritos em espécies vegetais, aproximadamente metade apresenta heranca
recessiva. Essa proporcdo sugere que genes de heranca recessiva sdo mais
importantes na resisténcia de plantas a virus do que a outros patégenos, havendo
varios exemplos de clonagem de genes com esse padrdao de heranca em espécies
cultivadas . Estes genes demonstraram fun¢des na codificacdo de fatores de
iniciacdo eucaridticos (“eukaryotic initiation factors”, elFs), pertencendo as familias
elF4E e elF4G (TRUNIGER; ARANDA, 2009; WANG; KRISHNASWAMY, 2012,
JULIO et al.,, 2014; NICAISE, 2014; REVERS; NICAISE, 2014). Esses fatores
recrutam mRNAs e ribossomos antes do processo de traducdo (PESTOVA et al.,
2001) e séo preditos como fatores de suscetibilidade que sé&o recrutados durante a
traducao e replicacdo do genoma viral (NICAISE, 2014).

Os genes pertencentes as familias elF4E e elF4G se destacaram inicialmente
pela associacdo com infeccBes bem sucedidas por virus do género Potyvirus.
Posteriormente, encontraram-se indicios de participagdo de um mecanismo mais
amplo de suscetibilidade vegetal a virus apds a descricao de funcdes para outros
géneros como Bymovirus, Cucumovirus, Ipomovirus, Sobemovirus, Carmovirus e
Waikivirus (REVERS; NICAISE, 2014). Genes desta familia possuem o aspecto de
abranger uma ampla variedade de resisténcia fenotipica, de resisténcia completa
qualitativa a resisténcia parcial e poligénica (CARANTA et al., 1997; NICAISE et al.,
2003; ACOSTA-LEAL; XIONG, 2008; CHARRON et al., 2008).

Genes de resisténcia de heranca recessiva que nao codificam fatores de
iniciagdo também foram identificados, tendo-se como exemplos a proteina similar a
dissulfeto isomerase (“Protein disulfide isomerase like 5-1”, PDI5-1) para resisténcia
a bymovirus em cevada (YANG et al.,, 2014), o gene bloqueador de transporte
vascular caracterizado em batata ra contra o Potato virus A (PVA), do género
Potyvirus, (HAMALAINEN et al., 2000) e o gene rwml que confere resisténcia em

Arabidopsis ao Watermelon mosaic virus, também do género Potyvirus, que atua
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nos estagios iniciais da infeccdo, prejudicando o acumulo de particulas virais
(OUIBRAHIM et al., 2014).

Os hormonios vegetais, ou fitormonios, possuem importantes funcdes na
sinalizacdo da defesa, apresentando alteragcbes na quantidade, composicdo e
balanco frente ao ataque de um patdgeno. Os principais fitormoénios envolvidos em
vias de defesa sdo &cido salicilico (“salicylic acid”, SA), acido jasménico (“jasmonic
acid”, JA), etileno e acido abscisico (“abscisic acid”, ABA). O acumulo enddgeno de
SA em infec¢des virais € necessario para a manutencdo da SAR, resultando na
reprogramacdao transcricional de um conjunto de genes codificantes de proteinas
relacionadas a patogénese (“pathogenesis-related”, PR) (TSUDA et al., 2008; YI et
al., 2014). As respostas de HR ocasionadas por infec¢des virais, por sua vez,
alteram o balanco hormonal entre SA e JA (NICAISE, 2014), que é essencial na
determinacdo do nivel de resisténcia genética de forma similar a outros
patossistemas envolvendo patdgenos néo-virais (THALER et al., 2012). Os efeitos
de JA na resisténcia vegetal a virus sao controversos, apresentando regulacéo
negativa da resisténcia localizada em fumo ao TMV (OKA et al., 2013) enquanto tem
demonstrado papel essencial na resisténcia sisttmica ao TMV em Nicotiana
benthamiana (ZHU et al., 2014). Outros hormdnios com efeitos regulatérios na
resisténcia vegetal a virus sdo ABA (CHEN et al., 2013; ALAZEM et al., 2014; SEO
et al., 2014), etileno (LOVE et al., 2007; CHEN et al., 2013) e brassinosteroide (ALI
et al., 2014).

Segundo Alazem e Lin (2015), as vias alteradas por infec¢des virais sao
amplas e sobrepostas, abrangendo alteracdes em fitormonios, metabdlitos, no perfil
transcricional e no perfil de pequenos RNAs. Vias baseadas em RNAi tém
evidenciado um sistema antiviral muito eficiente direcionado a agentes infecciosos
em nivel de &cido nucléico (AGRAWAL et al., 2003; NICAISE, 2014). RNAi é um
termo abrangente que descreve um sistema regulatorio especifico a sequéncias que
leva ao silenciamento génico tanto pela repressdo da transcrigdo (“transcriptional
gene silencing”, TGS) como pela degradac¢éo do transcrito ou repressao da tradugao
(“post transcription gene silencing”, PTGS) (AGRAWAL et al.,, 2003; MATZKE;
MOSHER, 2014). A PTGS em virus se baseia no reconhecimento de seus RNAs
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codificados por meio de proteinas como RNA polimerase dependente de RNA
(“RNA-dependent RNA polymerase”, RDR) e proteinas similares a Dicer (“Dicer-like”,
DCL) para a geracdo de pequenos RNAs interferentes (“small interfering RNAS”,
SsiRNA) os quais sao incorporados ao complexo RISC (“RNA-induced cytoplasmic
silencing complex”) que realiza a clivagem adicional de RNAs virais complementares
aos siRNAs, de modo a limitar a replicacdo e disseminacéo viral (RUIZ-FERRER,;
VOINNET, 2009). A TGS consiste na geragdo de siRNA a partir de transcritos de
uma regido genbmica a ser silenciada, desencadeando em modificacdes
epigenéticas repressivas, como metilacdo de DNA e de histonas, nas regides do
genoma homologas a estes siRNA (MATZKE; MOSHER, 2014), sendo os virus com
genoma de DNA também sujeitos a TGS, uma vez que também geram pequenos
RNAs (RUIZ-FERRER; VOINNET, 2009). Vias envolvendo fendmenos epigenéticos
tém demonstrado importante funcdo em espécies vegetais durante a infeccédo viral, a
exemplo da correlagdo entre metilagédo de DNA e remodelagdo da cromatina com a
manutencao da SAR (SPOEL; DONG, 2012).

2.7. Epigenética e padrdes de metilagéo

Estudos anteriores tém demonstrado diversas alteracdes na expressao génica
envolvendo processos como metilacdo de DNA (SUZUKI; BIRD, 2008), interferéncia
de RNA (RNAi) (STORZ, 2002) e modificacdo de histonas e proteinas
remodeladoras da cromatina (BANNISTER; KOUZARIDES, 2011). Essas alteracdes
formam um sistema que promove a regulacédo génica e a adaptabilidade a estimulos
externos, de natureza biodtica ou abidtica, de forma independente de modificagbes na
sequéncia de DNA, sendo conhecidas, em um sentido amplo, como epigenética
(FEIL; FRAGA, 2012). Os processos de RNAi e modificacbes de histonas
remodeladoras de cromatina apresentam estreita ligacdo com a metilacdo de DNA,
sendo um exemplo a via da metilagdo direcionada por RNA (“RNA-directed DNA
methylation”, RdDM), onde siRNAs promovem modificacbes epigenéticas

repressivas como metilagdo de DNA e de histonas em regides homédlogas do
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genoma, podendo desencadear a heranca epigenética (RAPP; WENDEL, 2005;
RICHARDS, 2011; MATZKE; MOSHER, 2014).

A estrutura da cromatina, resultante da interacdo entre a molécula de DNA e
as proteinas histonas, influencia a transcricdo por tornar o DNA mais ou menos
acessivel. Diferentes modificagcdes poés-traducionais de proteinas histonas, que
consistem na adicdo covalente de diferentes grupos quimicos a residuos
particulares, principalmente na cauda das histonas, influenciam a estrutura local da
cromatina com efeitos tanto positivos como negativos na expressdo génica. A
associacao entre modificac6es de histona e estado funcional da cromatina esta bem
estabelecida, a exemplo da trimetilacdo no residuo de lisina 4 da histona 3
(H3K4me3), que esta relacionada a genes ativos, enquanto a trimetilacdo no residuo
de lisina 9 (H3K9me3) é caracteristica de cromatina em estado reprimido (RAPP;
WENDEL, 2005; GOMEZ-DIAZ et al., 2012). Contudo, a extensio das relacdes de
causa e efeito entre os fendmenos de metilacdo de DNA e modificagdo de histonas
nas alteracdes na expressao génica ainda ndo é conhecida (MEDVEDEVA et al.,
2013; ROSE; KLOSE, 2014; SCHUBELER, 2015).

A metilacdo de DNA ocorre por meio da adi¢do covalente de um grupo metil
ao carbono 5 da citosina, sendo um processo catalisado enzimaticamente que
promove alteracdes no processo de transcricAo ou estrutura da cromatina. A
distribuicdo genémica da metilacdo de DNA e sua prevaléncia variam amplamente
entre os clados, sugerindo modos de direcionamento e funcdo distintos
(SCHUBELER, 2015).

Em vertebrados, a metilacdo de DNA ocorre exclusivamente no motivo CpG e
sua distribuicdo é generalizada pelo genoma, indicando ser este um estado padrao.
No decorrer do tempo evolutivo, os dinucleotideos CpG séo perdidos devido ao
processo de deaminacdo da citosina metilada em timina, uma base adequada para
genoma, ao invés da uracila, resultando em uma ineficiéncia do processo de reparo
por excisdo de bases no DNA metilado. As ilhas CpG sdo uma excecao para essa
perda generalizada por permanecerem hipometiladas e sdo caracterizadas por
coincidir com regiGes promotoras (SCHUBELER, 2015). Em plantas, a metilagdo é

comumente detectada em sitios de sequéncia CpG, CpHpG e CpHpH (com H sendo



23

A, T ou G). A metilacdo gendbmica é distribuida em padrdo de mosaico, com
intercalacéo de regides metiladas e ndo metiladas cobrindo regides génicas inteiras
(FENG et al.,, 2010). A presenca de ilhas CpG em espécies vegetais tem sido
demonstrada (ASHIKAWA, 2001a), mas sua equivaléncia ou distincdo das ilhas CpG
observadas em vertebrados ndo € conhecida atualmente (DEATON; BIRD, 2011,
DZIALO et al., 2017).

O controle do status de metilacdo é realizado por meio de enzimas
metiltransferases e de demetilacdo (SAHU et al., 2013). Trés classes de enzimas
estdo envolvidas no processo de metilacdo em espécies vegetais: a Metiltransferase
1 (“Methyltransferase 1", MET1), responséavel pela metilacdo dos sitios CpG; a
Cromometilase 3 (“Chromomethylase 3", CMT3), nos sitios CpNpG; e “Domains
Rearranged Methylase” (DRM), que catalisa a metilacdo “de novo” nos sitios
assimétricos CpHpH (SAHU et al., 2013). A metilacdo nos sitios CpG e CpNpG pode
ser mantida apos a replicagdo do DNA por “imprinting” parental pelas enzimas MET1
e CMT3 (CHAN et al., 2005), enquanto a metilagcdo nos sitios assimétricos CpNpN
precisa ser estabelecida “de novo” apds cada ciclo de replicacdo do DNA por
enzimas DRM em vias dependentes de siRNA (RAMSAHOYE et al.,, 2000;
KARLSSON et al., 2011). A perda de metilagdo ocorre por mecanismos passivos,
que envolvem a inibicdo da metilacdo “de novo” ou falha na manutencdo do
“imprinting” parental (KANKEL et al., 2003), e por mecanismos ativos que podem
ocorrer via atividade glicosilase que remove grupos metil das citosinas do DNA (ZHU
et al., 2000; AGIUS et al., 2006; MORALES-RUIZ et al., 2006; ZHU et al., 2007), com
possivel funcdo na prevencao de formacéo de epialelos hipermetilados estaveis no
genoma vegetal (PENTERMAN et al., 2007).

Essas mudancas podem ser mantidas durante a replicacdo do DNA nas
divisbes mitdticas e meidticas (CUBAS; VINCENT; COEN, 1999; TAKEDA,
PASZKOWSKI, 2006; RICHARDS, 2009; HOLESKI et al., 2012) com efeitos
persistentes na expressdo génica em uma proxima geragdo (RICHARDS, 2011). A
influéncia de variagdes no padrdo de metilagdo tem sido observada em importantes
caracteres agronémicos como tempo de florescimento e altura da planta (FIELDES,
1994; FIELDES et al., 2005), resisténcia a patégenos (AKIMOTO et al., 2007,
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BOYKO et al., 2007) e producao (TANI et al., 2005). Estudos de polimorfismos no
padrdo de metilagdo tém sido realizados para variedades, bi6tipos ou intraespécies
de arroz (Oriza sativa) (ASHIKAWA, 2001b), Arabidopsis spp. (CERVERA et al.,
2002), Brassica oleraceae (SALMON et al., 2008) e algodao (Gossypium hirsutum
L.) (KEYTE et al., 2006).

A metilacdo de DNA tem sido um processo epigenético amplamente
explorado, em parte devido a facilidade de estudo e a tecnologia disponivel (YANG
et al.,, 2011) com varios métodos desenvolvidos que permitem a observacdo das
alteracbes dos padrdes de metilagdo. As primeiras técnicas se baseavam na
separacdo de citosinas metiladas das ndo metiladas por técnicas de cromatografia
como RP-HPLC (“reversed-phase high performance liquid chromatography”) e TLC
(“thin-layer chromatography”), fornecendo informacdes da propor¢cédo entre residuos
de citosina metilados e ndo metilados, mas incapazes de fornecer informacdes sobre
o status de metilacio em nivel de genes individuais (HARRISON PARLE-
MCDERMOTT, 2011; ALONSO et al., 2016). Nos anos subsequentes, foram
empregadas técnicas moleculares que permitem a analise indireta da metilacdo de
DNA em nivel gendmico ou especifico a determinado locus por trés abordagens
principais: uso de reagfes quimicas que discriminam os residuos de citosina ndo
metilados dos metilados; purificacdo por afinidade; e exploracdo da suscetibilidade
diferencial a enzimas de restricdo sensiveis a metilacdo (YAMAMOTO, 2004; LAIRD,
2010).

O método quimico mais comum é o da modificacdo por bissulfito de sodio que
causa a conversdo de citosinas ndo metiladas em uracila, enquanto citosinas
metiladas permanecem inalteradas no DNA e RNA (PLONGTHONGKUM et al. 2014;
SCHAEFER 2015), havendo técnicas que combinam este método com PCR,
digestdo por enzimas de restricdo ou sequenciamento de DNA (HERMAN et al.
1996; XIONG; LAIRD, 1997). Dentre as técnicas de purificacao por afinidade tém-se
como exemplos o MeDIP-seq (“Methylated DNA immunoprecipitation sequencing”)
gue consiste no emprego de anticorpos para a precipitacdo de fragmentos de DNA
gue contenham citosina metilada e posterior analise por sequenciamento (DOWN et
al., 2008) e os meétodos relacionados MBD-seq (SERRE et al., 2010) e MethylCap-
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seq (BRINKMAN et al., 2010) que empregam proteinas de dominio ligante a methyl
CpG para precipitacdo de fragmentos que contenham metilagdo no motivo CpG. As
enzimas de restricdo sensiveis a metilagdo mais empregadas em estudos de
metilacdo de DNA sdo Hpall (e seu isosquizbmero Mspl) e Smal (com seu
neosquizbmero Xmal) (LAIRD, 2010) sendo usadas em combinacdo com
hibridizagcdo ou PCR (BIRD; SOUTHERN, 1978; McGREW; ROSENTHAL, 1993), a
exemplo da abordagem em nivel de locus. Em abordagens de ordem gendmica tém-
se como exemplo métodos como “Restriction Landmark Gel Scanning” (RLGS;
HAYASHIZAKI et al., 1994), “Methylation-Sensitive Restriction Fingerprinting”
(MSRF; HUANG et al., 1997), “Methylated CpG island Amplification Representational
Difference Analysis” (MCA-RDA; TOYOTA et al., 1999), e “Differential Methylation
Hybridization” (DMH; HUANG et al., 1999). Mais recentemente, essas trés
abordagens vém sendo empregadas em combinacdo com microarranjos de DNA e
plataformas de sequenciamento de nova geracdo, permitindo a quantificacdo e
localizagdo da metilagcdo na citosina (HARRISON; PARLE-MCDERMOTT, 2011,
ALONSO et al., 2016). Estes métodos, porém, requerem sequéncias de referéncia
de alta qualidade, impossibilitando a aplicagdo em organismos ndo modelo (LAIRD,
2010; SCHREY et al., 2013; KIM et al., 2014).

O marcador MSAP proporciona informagbes como extensédo e padréo de
metilacdo na citosina em loci distribuidos aleatoriamente no genoma sem requerer o
seu conhecimento detalhado, o que permite sua aplicacdo em organismos nao
modelo (FRAGA; ESTELLER, 2002; ALONSO et al.,, 2016). A técnica é uma
modificacdo do AFLP (“amplified fragment length polymorphism”), e consiste no
emprego dos isosquizdmeros Hpall e Mspl como enzimas de corte frequente, no
motivo CCGG (FRAGA; ESTELLER, 2002) com suscetibilidade diferenciada ao
status de metilacdo. A literatura recente apresenta certa inconsisténcia quanto a
sensibilidade desses isosquizOmeros a metilacéo de citosina (SALMON et al., 2008;
HERRERA; BAZAGA, 2010; LIRA-MEDEIROS et al., 2010; PAUN et al.,, 2010;
RICHARDS et al., 2012), mas de acordo com especificagdes recentes da base de
dados de enzimas de restricio REBASE (http://rebase.neb.com/rebase/rebase.html)

e com Schultz et al. (2013), a enzima Hpall realiza o corte de motivos CCGG sem
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metilacdo em citosina e em motivos com semimetilacdo, ou seja metilacdo em uma
das fitas de DNA, da citosina externa, enquanto a enzima Mspl realiza corte do
motivo sem metilacdo em citosina e com semimetilagdo ou metilagdo completa da
citosina interna. O marcador MSAP tem sido empregado para acessar a
variabilidade no padrdo de metilacéo e estrutura epigenética de populacdes vegetais
selvagens e correlaciona-las com condigBes ecologicas e variagbes fenotipicas
(HERRERA; BAZAGA, 2011; MEDRANO et al., 2014). A técnica também permite a
associacao entre alteracdes no padrdao de metilacdo de DNA e funcao, por meio de
clonagem e sequenciamento de fragmentos diferencialmente metilados, extraidos de
géis de poliacrilamida, e alinhamentos com bancos de dados pela ferramenta BLAST
(GRECO et al., 2012; CICATELLI et al., 2014). Ainda que a técnica seja amplamente
aplicada, diferentes formas de obtencdo e interpretacdo dos dados MSAP estdo
presentes na literatura (SCHULZ et al.,, 2013; FULNECEK; KOVARIK, 2014).
Contudo, os resultados obtidos de regressdo linear e analise de coordenadas
principais dos diferentes métodos de analise MSAP avaliados por Schulz et al.
(2013) demonstraram uma grande consisténcia entre eles.

A relacdo entre patdgeno e hospedeiro forma um dos sistemas de maior
dinamismo na natureza, apresentando processos epigenéticos que podem ser
herdados no decorrer das geracdes (POULIN, 2008). Modificacdes epigenéticas
podem fornecer alternativas de variacdo fenotipica de forma rapida, reversivel e
prontamente disponivel, sendo modeladas pelas pressées de selecdo sobre
patébgeno e hospedeiro (RANDO; VERSTREPEN, 2007; BONDURIANSKY:; DAY,
2009). A herancga epigenética de resisténcia a patdgenos foi observada em um
estudo preliminar realizado por Roberts (1983) onde a inoculagdo com TMV induziu
a resisténcia na progénie de planta de fumo infectada em comparacédo as progénies
de plantas néo infectadas. Outros estudos demonstraram que o ataque de
herbivoros e patdgenos induziu uma maior concentragdo de compostos de defesa
em sementes em relacdo as sementes de plantas controle (LAMMERINK;
MACGIBBON; WALLACE, 1984; SHATTUCK, 1993). Estudos com TMV em fumo
(BOYKO et al., 2007), ferrugem em arroz (AKIMOTO et al.,, 2007) e em Brassica

oleraceae (SALMON et al., 2008) tém fundamentado a hereditariedade de variacbes
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no padrdo de metilacdo. Em outros estudos com fumo inoculado com o TMV as
alteracdes na metilacdo de DNA ocorreram de forma rapida (1-24 h) nos genes
responsivos NtAlix (WADA et al, 2004) e NtGPDL (CHOI; SANO, 2007),
concomitantemente ao estabelecimento de reacfes de hipersensibilidade. Também
foram observadas alteracbes no nivel de expressdo génica do gene NtGPDL
consistentes com a hipotese de que as infec¢des virais alteram os niveis de
metilacdo no genoma e a transcricdo génica da planta. Entretanto, 0 mesmo néo foi
observado para o gene NtAlix onde a mudanca na metilacdo ndo foi simultdnea a
expressdo génica, uma vez que o0s transcritos se acumularam 12 h apds os
primeiros sintomas de hipersensibilidade enquanto a mudanca no padrdo de
metilacdo ocorreu apos 24 h. Isso pode dever-se ao fato que o método de andlise de
metilacdo seja menos sensivel que a detecgcdo dos transcritos da expressao génica,
ou a expressao do gene NtAlix ndo estar relacionada diretamente a metilacdo de
DNA (PENG; ZHANG, 2009).

Até recentemente, muito pouco era conhecido acerca da funcdo da metilagdo
de DNA na reprogramacado transcricional ocasionada por estresses bidticos. De
acordo com as informacdes na literatura levantadas por Deleris, Halter e Navarro
(2016), os fendmenos epigenéticos de metilacdo e demetilagdo de DNA impactam a
resisténcia genética a doencas pela regulacdo de diversos genes relacionados a
imunidade vegetal. Essa influéncia ocorre geralmente em genes de defesa que
possuam elementos transponiveis e repeticbes em suas regiées promotoras, sendo
elas, portanto, suscetiveis a alteracdes no padrdo de metilacdo de DNA. Entretanto,
ainda é necessario comprovar experimentalmente se os processos de metilacédo e
demetilacdo de DNA nos elementos reguladores da regido promotora possuem
efeitos sobre a acessibilidade aos sitios de ligacdo para os fatores de transcricéo.

Com base na literatura consultada é possivel observar a relevancia de
estudos de transcriptoma e de alteragbes no padrdo de metilacdo de DNA para
caracterizar a resisténcia da cultura da cana-de-agucar (Saccharum spp.) ao SCMV,
0 Unico agente causal do mosaico da cana-de-acUcar descrito no Brasil até o
momento. A elucidacdo dessa interagdo entre patdgeno e hospedeiro se encontra

em suas etapas iniciais, a exemplo da descricdo dos primeiros FDEs em resposta a
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infeccdo pelo SCMV por Medeiros et al. (2014). Neste sentido, o presente trabalho
teve como objetivo dar continuidade a identificagdo de FDEs e avaliar alteragbes no
padrdo de metilacdo de DNA em cana-de-ac¢ucar sob infeccdo com SCMV.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material vegetal e tratamentos

O estudo foi realizado a partir de amostras foliares coletadas de dois
cultivares indexados de cana-de-acUcar de resposta contrastante ao SCMV,
IACSP95-5000 (resistente) e IAC91-1099 (suscetivel) em experimento conduzido
anteriormente por Medeiros et al. (2014). O delineamento experimental foi em
fatorial com dois fatores, tratamento e tempo de coleta, em delineamento
inteiramente casualizado (DIC), com conducdo do experimento em condi¢cdes de
casa de vegetacdo em vasos plasticos de 1 litro. O fator tratamento consistiu em
inoculacao falsa (s/i) e inoculacdo com SCMV Rib-1 (c/i), enquanto o fator de tempo
de coleta consitiu na coleta de amostra foliar 24, 48 e 72 h ap6s a inoculagdo (hai).
Para cada combinacdo entre os niveis dos fatores foram empregadas seis réplicas
bioldgicas, totalizando 36 mudas por cultivar. A inoculacdo mecanica foi realizada de
acordo com o método de Bain (1944) e consistiu no preparo de indculo viral a partir
de folhas jovens de S. bicolor (L) ‘Rio’, previamente inoculado com SCMV Rib-1 e
com os sintomas tipicos do mosaico. As folhas foram maceradas em tampao fosfato
0,01M, pH= 7,2 e a 4°C, obedecendo a razdo mg de folhas : mL de tampédo de
inoculacdo de 1:5. Em seguida, foi adicionado p6 abrasivo (carbeto de silicio, 600
mesh) ao inéculo para a posterior aplicacao as folhas recém-expandidas das mudas
de cana-de-acucar usando os dedos e exercendo suave pressao. A presenca do
SCMV nas mudas inoculadas e auséncia nos controles foram confirmadas por RT-
PCR (“reverse transcription-polymerase chain reaction”). Com base nesse

diagnéstico, foram selecionadas trés réplicas bioldgicas para cada combinacao entre
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0s niveis dos fatores para a aplicacdo prévia de cDNA-AFLP (MEDEIROS et al.,

2014) e a presente aplicacdo do marcador molecular MSAP.

3.2. Obtencao de marcadores MSAP

O DNA genbmico total foi extraido de 150 mg de tecido vegetal procedente do
bulk das trés réplicas biol6gicas mencionadas acima, segundo o método do CTAB
(HOISINGTON; KHAIRALLAH; GONZALEZ-DE-LEON, 1994) e quantificado com
base em um padrdo de DNA do fago A, em gel de agarose 0,8% (p/v) corado com
brometo de etidio.

Os marcadores MSAP foram obtidos de acordo com Lei et al. (2006)
utilizando o mesmo protocolo dos marcadores do tipo AFLP (VOS et al., 1995),
adaptado para cana-de-aglcar no Laboratorio de Biologia Molecular do Centro de
Cana (IAC). As digestbes duplas foram realizadas a partir de 250 ng de DNA
gendmico, com a enzima de restricdo EcoRI, em combinagédo com a enzima Hpall
ou com Mspl, usando-se 2,5 U de cada enzima . As reacfes de restricdo foram
adicionadas separadamente a um mesmo volume de adaptador/solucéo de ligacéo e
incubadas em termociclador a temperatura de 37°C, por 15 horas. As reacfes de
ligacdo foram diluidas 6x em agua Mili-Q e uma aliquota de 2 pL foi usada como
amostra para a pré-amplificacdo com os oligonucleotideos Eco+0 e Hpall+0. As
reacoes foram realizadas com 29 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos,
anelamento a 56°C por 60 segundos e extensdo a 72°C por 60 segundos. Uma
aliquota de 5 pL dessa reacéao foidiluida 10x em agua mili-Q e 2 uL dessa diluicédo
foram usados para a amplificacdo seletiva, que empregou primers Eco e Hpa com
trés bases seletivas. As reacdes de amplificacdo consistiram em 13 ciclos a 942C por
30 segundos, 65°C (-0,7 °C/ ciclo) por 30 segundos e 72°C por 1 minuto, seguidos
por 23 ciclos de 94°C por 30 segundos, 56°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto.
Os produtos amplificados das combinagcbes seletivas foram separados por
eletroforese vertical em gel desnaturante de poliacrilamida a 6% em tampao de
corrida TBE (445 mM de Tris-base; 445 mM de acido bérico; 10 mM de EDTA) pH
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8,0. Os produtos das amplificacdes de duas combinagdes seletivas EcoRI(700)/Mspl
e EcoRI(800)/Mspl foram misturados, acrescidos de tampdo de amostra (LiCor,
Bioscience), diluidos cinco vezes e desnaturados a 95°C por 5 minutos para
separacdo em gel de poliacrilamida desnaturante a 6,0%, em um genotipador de
DNA (Infrared 4300 DNA Analyzer, LiCor Bioscience), utilizando iniciadores seletivos
de EcoRI marcados com IR700 e IR800 (Figura 2), com analise de 29 combinacdes

seletivas.
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Figura 2: Perfil molecular MSAP da combinacdo seletiva EcoRlaca (IR700) e
Hpal/Mspllacc em gel de poliacrilamida 6%. As vinte e quatro amostras
compreendem os dois conjuntos de reacao de digestao, dois cultivares,
dois tratamentos (inoculacao falsa, s/i; inoculagdo com SCMV, cli) e trés
tempos de coleta (24 hai, 48 hai e 72 hai).
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3.3. Anélise dos dados MSAP

Os gendtipos em analise foram avaliados em todas as combinacfes seletivas
qguanto a presenca (+) e auséncia (-) de bandas por meio de comparacdes lado a
lado dos perfis moleculares obtidos de cada tratamento (sem inoculagéo, s/i; e com
inoculagao, c/i), de cada cultivar, em cada um dos tempos de coleta, nas digestoes
realizadas com EcoRI-Hpal e EcoRI-Mspll. Os quatro padrbes possiveis,
identificados por ++/++, ++/--, --/[++, e --/--, representam auséncia de metilacao,
semi-metilacdo da citosina externa, metilagdo da citosina interna, metilacdo completa
ou auséncia de sitio de restricdo, respectivamente. A contagem dos padrdes MSAP
para os cultivares 1AC91-1099 e IACSP95-5000 nas condi¢cdes s/i e c/i nos
diferentes tempos de coleta foi realizada de acordo com Abid et al. (2017). Desse
modo, a proporcdo de metilacdo genbmica foi subdividida em semi-metilacéo,
considerando a frequéncia dos loci ++/--, e metilagcdo completa, considerando a
frequéncia dos loci --/++ e --/--. Os polimorfismos ocasionados pela interagdo com
SCMV foram subdivididos em seis padrdes possiveis de presenca (+) e auséncia (-)
de bandas MSAP para o fendbmeno de hipometilacdo e em mais seis para

hipermetilagéo, sendo avaliada a frequéncia para cada um desses padroes.

Os dados de presenca e auséncia de bandas MSAP também foram
analisados com o pacote R MSAP (PEREZ-FIGUEROA, 2013) no programa R 3.0.3
(R Core Team, 2014). Foi considerado como grupo cada cultivar sob um dos
tratamentos s/i e cfi, totalizando quatro grupos, sendo eles IAC91-1099 s/i, IAC91-
1099 cfi, IACSP95-5000 s/i e IACSP95-5000 c/i. Dentro de cada grupo foram
incluidos os trés tempos de coleta, 24 h, 48 h e 72 h apés a inoculagéo (hai). O valor
padréo de 0,05 foi adotado como limiar de erro especifico de combinacéo de primers
(“threshold”) em todas as combinacdes seletivas. Os loci com frequéncias de
metilagdo acima ou abaixo desse limiar foram classificados como loci suscetiveis a
metilacdo (“Methylation Susceptible Loci”, MSL) e ndo metilados (“Non Methylated

loci”, NML), respectivamente. O conteudo de informacdo em MSL e NML foi
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estimado por meio do indice de diversidade de Shannon, e as diferencas entre
esses indices para MSL e NML foram testadas por meio do teste da soma de postos
de Wilcoxon (W), ao nivel de 5% de significancia. Os niveis genémicos de metilacao,
semimetilacdo e auséncia de metilacdo foram estimados para cada material com
base na frequéncia dos estados de metilacdo em MSL. As diferenciacbes entre
modificacdes epigenéticas (MSL) e genéticas (NML) para os cultivares sob
diferentes tratamentos foram estimadas e testadas pela estatistica baseada em
AMOVA, Phi_ST, e visualizadas por coordenadas principais (PCoA).

3.4. Isolamento dos fragmentos polimorficos MSAP e cDNA-AFLP

Os fragmentos identificados com polimorfismos provenientes da aplicacdo da
técnica MSAP entre os tratamentos s/i e c/i foram excisados do gel de poliacrilamida
e eluidos em 50 pl de tampédo TE (10 mMTris-HCI, 1,0 mM EDTA, pH8,0) a 4°C,
incubados a 60°C por duas horas e centrifugados por dez segundos para a
separacao da poliacrilamida. A reamplificacdo do fragmento via PCR foi realizada a
partir de uma aliquota de 10 uL do eluido, usando os respectivos primers seletivos e
as mesmas condicdes de ciclagem. Os fragmentos diferencialmente expressos
(FDESs) provenientes da técnica cDNA-AFLP obtidos previamente por Medeiros et al.
(2014) foram reamplificados pelo mesmo método descrito acima. Os produtos foram
separados em gel de agarose 1%1X TBE, para a identificacdo da banda de
interesse, novamente eluidos e purificados com o kit Wizard® SV Gel and PCR

Clean up system “kit” (Promega, EUA).

3.5. Clonagem e sequenciamento

As informacdes de sequéncia foram obtidas por clonagem dos fragmentos em

vetor pGEM-T easy (Promega, EUA), de acordo com as instru¢des do fabricante. A
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reacao de ligacdo consitiu na adicdo do mix composto por 1 pL de pGEM-T easy, 5
ML de tampéo de ligacdo (“2x Rapid Ligation Buffer, T4 DNA ligase”) e 1 uL de
enzima T4 DNA ligase a 3 pL da reacdo de PCR purificada anteriormente, sendo em
seguida incubada overnight a 4°C. A transformacéo foi realizada por meio da adicéo
de 1 uL da reacédo de ligacdo em 40 pL de células competentes de Escherichia coli
DH10B, na transferéncia para uma cubeta de eletroporagéo, previamente colocada
em gelo, e na imediata eletroporacdo usando o aparelho GenePulser XCell
(BIOHAD). Imediatamente apés a transformacéo, foi adicionado 1 mL de meio LB as
células, sendo todo o volume transferido a um tudo eppendorf de 1,5 mL e incubado
a 37°C a 200 rpm por uma hora. ApGs esse tempo, as células E. coli foram
centrifugadas a 4000 rpm por quatro minutos para a formacéo de um pellet. Este foi
ressuspendido em 80 pL do sobrenadante obtido e transferido para placas de petri
contendo meio LB sélido (1,5% de &agar) contendo 50 pg/mL de ampicilina e
previamente tratado como 20uL de X-gal e 80 pL de IPTG, para a triagem das
colbnias. Apoés incubacdo por 16 horas a 37°C, colbnias brancas e individuais, que
representam os plasmideos com o fragmento de interesse interrompendo o gene
lacZ, foram selecionadas e transferidas para uma nova placa reserva, também
contendo meio LB sdlido e ampicilina nas mesmas concentragdes, assim como para
pocos de microplaca para PCR, para a realizagcdo da PCR de colonias. Durante a
realizacdo da reacdo de PCR de coldnia, as placas reservas foram incubadas a
37°C. Usando-se o0s oligonucleotideos iniciadores SP6 e T7 que flanqueiam o
fragmento de interesse, a reacdo de PCR foi conduzida nas condi¢cfes de ciclagem
de desnaturacao inicial a 94°C, seguida de 30 ciclos compreendo desnaturacdo a
94°C por 1 minuto, anelamento a 55°C por 2 minutos e extensdo a 72°C por 3
minutos, e um ciclo final de extensdo a 72°C por 7 minutos. Os produtos PCR foram
analisados por eletroforese em gel de agarose 0,8% com brometo de etideo
(1 ug.mL™) e as col6nias contendo o tamanho esperado do produto PCR foram
selecionadas da placa reserva. As col6nias escolhidas foram transferidas para tubos
falcon de 50 mL contendo 15 mL de meio LB com ampicilina nas mesmas
concentragbes do meio LB solido e incubadas a 37°C em agitacdo de 200 rpm por

16 horas. Os plasmideos foram extraidos com o kit PureYield Plasmid (Promega),
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seguindo as especificacdes do frabricante para posteriormente serem enviados para
sequenciamento de clones individuais pelo método de Sanger em reacdo coposta
por 5 yL de plasmideo a 100ng/ yL e 2,5 yL do “primer” SP6 a 10uM. Com as
sequéncias obtidas, a investigacado por similaridade a genes conhecidos e a regides
gendmicas foi realizada por meio da ferramenta de alinhamento BLAST em
sequéncias de cana-de-agcicar do banco de dados do CTBE
(http://bce.bioetanol.cnpem.br/ctbeblast/) e SUCEST (http://sucest-fun.org/wsapp/); e
com o genoma do sorgo no banco Phytozome (Sorghum bicolor v 3.1). Os possiveis
dominios proteicos associados a regides transcritas foram identificados por meio do
programa Pfam (http://pfam.xfam.org/). As sequéncias transcritas obtidas pelos
fragmentos MSAP e cDNA-AFLP foram alinhadas a sequéncias gendmicas de cana-
de-acucar, dos bancos de dados do CTBE e LBMP, e de sorgo, do banco
Phytozome, e investigadas quanto a presenca de elementos reguladores, ilhas CpG
e repeticbes em tandem através da base de dados PlantPAN
(http://plantpan2.itps.ncku.edu.tw/promoter.php) (CHANG et al, 2008). Os
fragmentos MSAP que apresentaram alinhamento com regido gendmica até 3000pb
a montante da regidao 5’UTR de uma regido transcrita também foram testados para a
presenca de elementos reguladores, ilhas CpG e repeticbes em tandem pelo
PlantPAN. A Figura 3 ilustra o processo de clonagem e sequenciamento e as buscas

por similaridade e regides promotoras descritas em 3.4 e 3.5.


http://pfam.xfam.org/
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Figura 3. Esquema ilustrativo da clonagem e sequenciamento de fragmentos
gerados pelos marcadores MSAP e cDNA-AFLP e a busca por
similaridade e funcdo. A: Clonagem e sequenciamento de um fragmento
MSAP que apresentou polimorfismo de hipometilacdo apds a inoculacéo
com SCMV, envolvendo as etapas de ligagdo ao vetor pGEM-T easy e
sequenciamento pelo método de Sanger. B: Fluxograma das buscas por
similaridade e funcdo dos fragmentos MSAP sequenciados. C:
Fluxograma das buscas por similaridade e funcédo dos FDEs cDNA-AFLP
sequenciados.
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3.6. Desenho de oligonucleotideos iniciadores

A partir dos alinhamentos dos fragmentos resultantes das técnicas MSAP e
cDNA-AFLP que apresentaram potencial para elucidar vias de resisténcia de cana-
de-acucar ao SCMV, foram selecionados genes para validacdo por PCR em tempo
real. Os oligonucleotideos foram desenhados para os genes alvos por meio da
ferramenta  PrimerQuest  (https://www.idtdna.com/primerquest/Home/Index) e
analisados pelo software Netprimer (http://www.premierbiosoft.com/netprimer/)
adotando tamanho de fragmento amplificado (amplicon) de 80 a 150 pares de base
(pb) e nota Netprimer acima de 75, a qual se baseia em parametros como
temperatura de melting (Tm), estabilidade, contetdo CG e interagéo entre primers.

Genes de referéncia observados por Andrade et al. (2017) em cana-de-agUcar
em condi¢Bes de déficit hidrico, ja disponiveis no laboratério de Biotecnologia do
Centro de Cana — IAC, foram testados em experimentos de validagdo juntamente
com genes de referéncia mais estaveis em sorgo sob infeccdo com Brome mosaic
virus (BMV), do género Bromovirus, e milho sob infecgdo com SCMV, observados
por Zhang et al. (2013a). No ultimo caso, as sequéncias dos genes mais estaveis
foram obtidas na base de dados DFCI gene index
(http://compbio.dfci.harvard.edul/tgi/) e ortblogos em cana-de-aclcar foram buscados
a partir dessas sequéncias na base de dados Sucest pela ferramenta BlastN (tabela
1). A partir desses genes ortélogos, oligonucleotideos foram desenhados pelo

mesmo método para os genes alvo descrito acima.

Tabela 1. Relagéo de sequéncias ortlogas em cana-de-agucar para 0s genes de
Zea mays e Sorghum bicolor do banco de dados DFCI.

Gene Espécie Acesso Ortélogo Sucest e-value Identidade (%) Gap (%)
DFCI
EF1a Z. mays TC506730 SCVPLB2CO05B11.g 0 94 0

UBC18 Z. mays TC479874 SCEZSD1083D06.9 0 95 0


https://www.idtdna.com/primerquest/Home/Index
http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/
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SAND S.bicolor  TC131743 SCSGFL4194B02.b 0 93 0
GTPB S.bicolor  TC111436 SCEZHR1048A04.g 0 93 1
UK S. bicolor ~ TC123979 SCQSST1039D09.g 0 96 0

3.7. Obtencao de cDNA

A partir do RNA total extraido de folhas recém-expandidas (folhas +1) de cada
réplica biologica por Medeiros et al. (2014) foi novamente averiguada a integridade
em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio (1 pg.mL™), enquanto a
quantificacdo e avaliacdo de pureza foram realizadas por meio do equipamento
NanoDrop ND-2000c (Thermo Scientific), sendo a Ultima obtida através de razfes de
absorbancia 260/280 nm e 260/230 nm.

A partir de 1 pg de RNA, foi realizada a remocdo de DNA genbmico das
amostras por meio de DNAse | (Promega, Fitchburg WI, USA) para em seguida ser
realizada a transcricdo reversa com o kit GoScript Reverse Transcription System
(Promega), de acordo com as recomendacdes do fabricante. Devido a maior
ocorréncia de FDEs nos tempos de coleta de 24 e 72 h, as reacfes de validacao

foram realizadas para estes dois pontos.

3.8. Experimentos de validacéo e analise de dados

As reacdes foram realizadas com o kit SYBR Green Power Master Mix
(Applied Biosystems), de acordo com as especificagbes do fabricante, no
equipamento Applied Biosystems StepOnePlus System (Foster City CA, USA). Para
as amplificagGes foi adotada uma desnaturacao inicial a 95 °C por 2 minutos, 95 °C
por 2 minutos, seguida de 40 ciclos a 95 °C por 15 segundos e 60 °C por 1 minuto. A

concentracdo dos oligonucleotideos testados foi de 0,2uM em 10uL de reacdo de
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PCR. Apos 40 ciclos, a especificidade dos produtos PCR foi analisada por meio dos
perfis das curvas de dissociacao (curva de “melting”). A eficiéncia da RT-gPCR foi
observada por meio do programa LinReg PCR, o qual detecta a fase exponencial da
amplificacdo pela plotagem de dados de fluorescéncia em escala logaritmica
(RAMAKERS et al., 2003). Os oligonucleotideos foram primeiramente testados em
sua eficiéncia e especificidade em bulks de cDNA, cada um consistindo de trés
réplicas biolégicas e dois tempos de coleta, 24 h e 72 h, sendo um bulk para cada
cultivar e tratamento, perfazendo um total de quatro bulks: IAC91-1099 (s/i), IAC91-
1099 (cf/i), IACSP95-5000 (s/i) e IACSP95-5000 (c/i). Os genes candidatos a
normalizadores foram testados em sua estabilidade em oito bulks de cDNA, cada um
consistindo de trés réplicas biologicas: IAC91-1099 24 hai (s/i), IAC91-1099 24 hai
(c/i), IAC91-1099 72 hai (s/i), IAC91-1099 72 hai (c/i), IACSP95-5000 24 hai (sli),
IACSP95-5000 24 hai (c/i), IACSP95-5000 72 hai (s/i) e IACSP95-5000 72 hai (c/i).
Com os dados de Ct, “Cycle threshold”, e eficiéncia de reacdo, a escolha dos genes
mais estaveis foi realizada por meio dos algoritmos NormFinder (ANDERSEN;
JENSEN; ORNTOFT, 2004) e RefFinder
(http://leonxie.esy.es/RefFinder/?type=reference). As reacfes de validacdo foram
realizadas para os dois genes normalizadores mais estaveis e para 0s genes
candidatos, com a reacédo realizada separadamente para as trés réplicas bioldgicas
em dois tempos de coleta. Os resultados de Ct foram avaliados segundo a
metodologia do 2 para a obtencdo do perfil de expressdo de trés genes alvo
(PFAFFL, 2001). As diferencas foram testadas por testes de randomizacdo dos
valores Ct por meio da ferramenta Software de Expressdo Relativa (“‘Relative
Expression Software Tool”, REST) (PFAFFL et al., 2002).

4. RESULTADOS

4.1. Alteracbes no padrdo de metilagéo

Um total de 1.131 loci, variando de 11 a 59 por combinacgéao seletiva, foi obtido
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com as 29 combinacdes seletivas avaliadas, considerando as 24 amostras dos
cultivares 1AC91-1099 e IACSP95-5000. Com os dados da Tabela 2 é possivel
observar que os niveis de metilagdo total em condi¢cbes s/i para o cultivar IAC91-
1099 foram de 33,9%, 33,1% e 35,2% para o0s horarios de coleta 24 h, 48 h e 72 h,
respectivamente. Ja o cultivar IACSP95-5000 apresentou niveis de metilacao total
em condigbes s/i de 37,3%, 33% e 35,7% para 24 hai, 48 hai e 72 hai,
respectivamente. Na condig&o c/i, os niveis de metilagéo total do cultivar IAC911099
foram de 33%, 33,6% e 35,4% para 24 h, 48 h e 72 h, respectivamente, enquanto
para o cultivar IACSP95-5000 foram de 34,1%, 34,5% e 32,4%, 24 h, 48 h e 72 h,
respectivamente. Os dados sugerem alteracbes nos niveis de metilacdo mais
expressivas em funcéo do tempo de coleta que os tratamentos s/i e cli.

Analisando as alteracfes ocasionadas pela interacdo com SCMV € possivel
constatar um comportamento distinto entre os cultivares em estudo. O cultivar
IACSP95-5000 apresentou as maiores alteragdes, que consistiram na diminuicao da
metilacdo total em 3,2% 24 hai, aumento de 1,5% 48 hai e novo decréscimo de 3,3%
72 hai. As alteracdes nos niveis de metilacdo do cultivar IAC91-1099 ocorreram
principalmente 48 hai, com diminuicdo de 2,2% de metilacdo completa (a qual inclui
loci de metilacdo da citosina interna) e aumento de 2,7% nos niveis de semi-
metilagdo da citosina externa, resultando no aumento de 0,5% na metilagao total.
Esses dados sugerem a ocorréncia de uma troca entre essas formas de metilacéo
em IAC91-1099 (Tabela 2).

Tabela 2. Frequéncia dos quatro padroes MSAP possiveis para os cultivares IAC91-

1099 e IACSP95-5000 sob os tratamentos s/i e c/i e trés tempos de
coleta, 24 hai, 48 hai e 72 hai.

Padrdo MSAP 1099 24 hai 1099 48 hai 1099 72 hai
Hpall/Mspl s/i cli s/i cli sli cli
++ 748 758 757 751 733 731
+- 72 61 55 86 62 66
-+ 207 202 227 197 213 218
- 104 110 92 97 123 116
Total 1131 1131 1131 1131 1131 1131
Metilacdo completa (%)* 275 276 282 260 29.7 295
Semi-metilacdo (%)” 6.4 54 4.9 7.6 55 5.8

Total bandas metiladas (%)° 339 33.0 331 336 352 354
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Padrdo MSAP 5000 24 hai 5000 48 hai 5000 72 hai
Hpall/Mspl s/i cli s/i cli sli cli
++ 709 745 758 741 727 765
+- 49 54 48 65 70 47
-+ 220 192 186 189 190 190
-- 153 140 139 136 144 129
Total 1131 1131 1131 1131 1131 1131
Metilacdo completa (%)* 330 294 287 287 295 282
Semi-metilacdo (%)" 4.3 4.8 4.2 5.7 6.2 4.2

Total bandas metiladas (%)° 37.3 341 330 345 357 324

a: {[Metilacdo da citosina interna (-+) + Metilacdo das duas citosinas ou auséncia de
sitio(--)]/Numero total de loci}*100; b: {[Semimetilacdo da citosina extern (+-
)]J/NUumero total de loci}*100; c: Metilacdo completa (a) + Semi-metilacéo (b).

Na Tabela 3 seguem os loci MSAP subdivididos em loci ndo responsivos a
SCMV e tempo de coleta, loci responsivos apenas a tempo de coleta, loci
responsivos a SCMV (hipometilagdo, hipermetilagdo e troca da citosina metilada) e
os loci ndo variaveis dentre os responsivos a SCMV em, pelo menos, um dos
tempos de coleta, em um total de 24 categorias de presenca e auséncia de bandas.
Os resultados indicam o comportamento diferenciado nos fenbémenos de
hipometilagdo e hipermetilacdo para os cultivares em estudo. A hipometilagéo total
em IAC91-1099 apresentou uma tendéncia de aumento entre os horarios de coleta
24 h e 48 h, principalmente devido ao polimorfismo -+/++, e entre 48 h e 72 h, devido
principalmente a --/-+. O cultivar IACSP95-5000 apresentou aumentos de
hipometilacdo 24 hai, devido aos polimorfismos -+/++ e --/+-, e 72 hai devido ao
polimorfismo +-/++. A hipermetilacdo no cultivar IAC91-1099 aumentou de 24 hai
para 48 hai, resultado da diminui¢cdo dos polimorfismos ++/-+ e +-/-- e aumento dos
polimorfismos ++/+- e -+/--, e um pequeno aumento de 48 hai para 72 hai, resultante
da diminuicdo do polimorfismo ++/+- e aumentos de +-/--, -+/-- e +-/-+. O cultivar
IACSP95-5000 apresentou aumento da hipermetilacdo de 24 hai para 48 hai e
diminuicdo 48 hai para 72 hai devido a altera¢des na frequéncia de ++/+-, revelando
alteracdes distintas a IAC91-1099. Os polimorfismos de troca da citosina metilada,
representados por -+/+- e +-/-+, no cultivar IAC91-1099 48 hai ndo explicam a troca
da forma de metilacdo observada na Tabela 2. De acordo com a Tabela 3, isso se

deveu a hipometilagdo de padrdo -+/++, que contribuiu para a diminuicdo da
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metilacdo da citosina interna, e a hipermetilacdo de padrdo ++/+-, que contribuiu
para o aumento da metilagdo da citosina externa.
Tabela 3. Frequéncia dos padrées MSAP e polimorfismos possiveis para o0s

cultivares IAC91-1099 e IACSP95-5000 sob os tratamentos S/i e Cli e
trés tempos de coleta.

Resposta (sn? (cn? Cultivares
Hpall Mspl Hpall Mspl IAC91-1099 IACSP95-5000
Sem alteragdes®
+ + + + 665 662
+ - + - 24 12
- + - + 139 131
- - - - 59 98
Subtotal 887 903
Horéarios de coleta
24 h 48h 72h 24h 48h 72h
Alteracdo com tempo de coleta®
+ + + + 11 9 9 4 12 10
+ - + - 7 7 2 7 5 6
- + - + 6 10 11 11 10 9
- - - - 5 3 7 11 6 8
Subtotal 29 29 29 33 33 33
Alteracdo com SCMV°
Hipometilagédo + - + + 6 4 12 11 10 32
- + + + 20 34 10 42 7 17
- - + + 2 0 1 1 0 8
- - + - 10 6 14 20 9 5
- - - + 6 9 21 5 5 15
Troca - + + - 1 2 11 3 4 3
Subtotal 45 55 69 82 35 80
Hipermetilagao + + + - 4 34 9 4 23 7
+ + - + 13 6 13 13 11 11
+ + - - 1 4 3 1 0 1
+ - - - 19 5 6 9 5 3
- + - - 4 11 20 3 6 9
Troca + - - + 1 2 12 2 4 3
Subtotal 42 62 63 32 49 34
Sem alteracdes® + + + + 54 39 34 25 50 36
+ - + - 15 13 6 8 12 14
- + - + 37 31 22 30 28 21
- - - - 22 15 21 18 21 10
Subtotal 128 98 83 81 111 81
Total 1131 1131 1131 1131 1131 1131

a: Inoculacéo falsa (S/I), Inoculagdo com SCMV (C/l); b: loci ndo responsivos a
tempo de coleta e SCMV; c: loci responsivos apenas ao tempo de coleta; d: loci
responsivos a SCMV por meio de fendmenos de Hipermetilacdo, Hipometilacdo e
troca da citosina metilada; e: auséncia de polimorfismo dentre os loci responsivos a
SCMV em, pelo menos, um tempo de coleta.

A anélise global do experimento pelo pacote R MSAP revelou um numero total
de MSL de 457 e de 674 NML, sugerindo uma porcentagem de metilacdo genémica

em cana-de-agucar de 40% ao considerar os dois cultivares nas diferentes
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condicbes s/i e c/i e horarios de coleta. A proporgcao de loci polimorficos foi de 59%
para MSL (272 loci) e de 13% para NML (90 loci), refletindo as diferencas entre e
dentro dos grupos usados na analise. Os indices de diversidade de Shannon foram
de |l = 0,58 + 0,12 para MSL e | = 0,67 £ 0,088 para NML, sendo esta diferenca
significativa (W= 3756; P < 0,0001), revelando uma maior diversidade genética
quando comparada a epigenética. A andlise de variancia molecular (AMOVA),
revelou diferencas globais significativas para MSL (Phi_ST = 0,32 ; P=0,008) e NML
(Phi_ST = 0,96 ; P= 0,0067 ) (Tabela 4). A analise AMOVA permite observar uma
maior variancia em MSL para os tempos de coleta em relacdo aos cultivares sob os
diferentes tratamentos, enquanto a principal fonte variacdo para NML foram os
grupos.

Tabela 4. Analise AMOVA para loci suscetiveis a metilacdo (MSL) e loci nao

metilados (NML) entre grupos (cultivar) e dentro de grupos (tempo de
coleta apds inoculacao)

Fontes de variacdo  GL SQ QM Variancia
MSL

Entre grupos 3 326,8 108,9 22,35
Dentro de grupos 8 335,1 41,88 41,88
Total 11 661,9 60,17

NML

Entre grupos 3 250,3 83,44 27,45
Dentro de grupos 8 8,667 1,083 1,083
Total 11 259 23,55

De acordo com a analise PCoA, cada cultivar formou um grupo distinto tanto
em MSL como NML, havendo sobreposi¢cdo entre os grupos s/i e c/i para ambos os
cultivares. A variacdo dentro de grupo foi maior para MSL para ambos os cultivares,
indicando diversidade ao longo dos trés tempos de coleta. Também é possivel
observar uma maior diversidade dentro de grupo para NML no cultivar IACSP911099
em relacdo ao IACSP95-5000. As coordenadas principais em MSL explicaram 50,3%
da variacao total, enquanto em NML foi de 97,4%, demonstrando a capacidade

destes fatores em determinar a formacéo de grupos (Figura 4).
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Figura 4. Representacdo da analise por coordenadas principais (PCoA) para
variagfes origem epigenéticas (MSL) e genéticas (NML) entre cultivares
sem inoculacao e com inoculagéo.

4.2. Sequenciamento e analise dos fragmentos MSAP polimérficos

Um total de 19 fragmentos polimérficos em resposta ao SCMV foi clonado e
sequenciado. As sequéncias apresentaram um tamanho médio de 122 pares de
base (pb), variando de 45 a 238 pb. Os resultados BLAST revelaram 16 fragmentos
com alinhamentos significativos em pelo menos um dos bancos de dados (e-value
inferior a 1e-5). Dentre esses fragmentos, oito se alinharam a transcritos revelando
hits correspondentes a respostas a estresses bidticos e abibticos, fragmento
5000 _05; sintese de compostos secundarios, 5000 _10; sintese de moléculas de
defesa, 5000 14; elementos transponiveis, 5000 16 e 5000 18; transporte de
peptideos, 5000_13; remodelacdo da cromatina, 1099 03; e um transcrito sem
dominio pfam, 1099 12 (tabela 5).



Tabela 5. Relacéao de fragmentos MSAP e resultado de alinhamento por BLASTN nos bancos de dados do CTBE e Phytozome.
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ID.fragmento (tempo Eco/Mspl Tamanho (pb) BLASTN e-value Pfam Phytozome e-value Pfam
de coleta) CTBE
Hipometilacao (c/i)
1099_01 (24 h) ACA/TTG 80 SCSP803280_000 4e-38 Chr02 3,8e-11
073600
1099 _02 (24 h) ACA/TTG 82 SCSP803280_000 3e-32 Chr02 5,4e-9
073600
1099 03 (24 h) ACA/TTG 45 SP803280_c10902 7e-20 RRM Sobic.004G158400 3,8e-12 RRM
3 glil .1 (primary)
1099 _04 (24 h) ACA/TTG 117 SCSP803280_000 8e-49 Sem similaridade
016069
5000_05 (24 h) ACA/ITA 86 SP803280_c63990 2e-21 Myb_DN  >Sobic.003G08010 5,7e-3 Pkinase
G _gli1 Abinding 0.2
5000_06 (24 h) ACAITA 114 SCSP803280_000 1le-54 Sobic.003G042200 2,9e-2 LRR
G 117135 .2 (primary)
5000 _07 (24 h) ACA/TTG 101 Sem similaridade Sem similaridade
5000_08 (48 h) ACA/AC 119 Sem similaridade Sem similaridade
A
5000_09 (48 h) ACA/AC 125 SCSP803280_000 7e-62 Sem similaridade
C 060689
5000_10 (72 h) ACA/AC 183 SCSP803280_000 5e-94 Sobic.004G288500 1le-23 P450
A 070867 .1 (primary)
Hipermetilacéo (s/i)
1099_11 (48 h) ACA/AC 222 SCSP803280_000 3e-115 Chr09 4,4e-4

C

032883



1099 _12 (48 h)

5000_13 (24 h)

5000_14 (24 h)

5000_15 (24 h)

5000_16 (48 h)

5000_17 (72 h)

5000_18 (72 h)

5000_19 (72 h)

ACAITA
G

ACA/AC
A

ACAITA
G

ACAITA
G

ACAITA
G

ACAITTG
ACA/AC
C

ACA/TTG

160

144

154

104

238

82

126

117

SCSP803280_000
009828

SP803280_c82090
g1l

SP803280_c10409
6 g2 il

Sem similaridade

SP803280_c13233
7 gl il

SCSP803280_000
073600
SP803280_c89867
gl i4

SCSP803280_000
016069

4e-38

2e-67

2e-68

2e-39

7e-38

le-47

7e-56

PTR2

TAXI_N,
TAXI_C

zf-RVT

NB-
ARC/Retr
otransga

g

Sobic.006G031000
.1 (primary)

Sobic.010G109200
A

Sobic.010G014500
.1 (primary)
Sem similaridade

Chr02

Chr02

Chr06

Sem similaridade

2,3e-37

8,1e-49

1,1e-15

8,6e-15

7,4e-14

1,9e-43

45

Sem pfam
PTR2
TAXIL_N,

TAXI_C

Transposo
n protein
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A andlise de regides promotoras nos alinhamentos MSAP com regides
transcritas revelaram os motivos reguladores a montante do inicio da regido S’UTR
para os fragmentos 1099 03, 5000_05, 5000_10, 5000_13, 5000_14, 5000_16 e
5000_18, que consistiram em GATA, NAC; NAM, Homeodomain, bHLH, bZIP e CG-
1. A presencga de ilhas CpG a montante do inicio da regido 5’UTR foi observada para

os fragmentos supracitados, com excecao para 5000_05 (Tabela 6).

Dos oito fragmentos que se alinharam com regides nao transcritas dos
clusters de cana-de-acUcar, sete se encontraram a menos de 3000pb a montante da
regidao 5’UTR de uma regiao transcrita dos bancos de dados do CTBE ou SUCEST.
Motivos reguladores em potencial dentro do fragmento MSAP foram observados e
consistiram em bHLH, AT-Hook, bZIP, Myb/SANT e Homeodomain; HD-ZIP. llhas
CpG abrangeram os alinhamentos MSAP 1099 04, 5000 06, 5000_09, 5000 17 e
5000_19 (Tabela 7).
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Tabela 6. Andlise de regibes promotoras e elementos reguladores putativos de alinhamentos MSAP com transcritos pelo

PlantPAN.
ID. fragmento Posicdo MSAP Pfam Nome sitio Sequéncia Posicao (fita) Ilha CpG Repeticdo
Tandem
1099_03 -176/-60 RRM GATA cCGATCtgg -8(+) -279/+398
NAC; NAM ttGCGTGgca -103 (+)

5000_05 +200/+285 Myb_DNADbinding Homeodomain CtTAATCtaa -11 (4)
5000_10 +3176/+3318 P450 bHLH gcgCGCGC -3 (-1+) -564/+2689

bzIP acgTGTGT -21 (-)
5000_13 +145/+288 PTR2 CG-1 ACGCGccca -13 (-) -1843/+1222
5000_14 +1471/+1625 TAXI_N; TAXI_C bZIP ACAGGggt 5 (+) -328/+1834
5000_16 -94/+116 zf-RVT bzIP ggCGTCAt -11 (+) -618/+269

Homeodomain aggCGTCAtc -12 (-)
5000_18 -176/-60 NB- NAC;NAM ctaGCGTAaa -3 (+) -1563/-361
ARC/Retrotransgag
bHLH taaACGTGg -9 (+) +32/+754
bzIP taaACGTGgt -9 (+)

Posicao em relagao ao inicio da regidao 5’UTR, sendo os valores negativos referentes a posigdes a montante, e 0s positivos a
jusante deste ponto de referéncia.



Tabela 7. Andlise de regides promotoras e elementos reguladores putativos de alinhamentos

48

MSAP intergénicos pelo

PlantPAN.
ID. fragmento Transcrito (posi¢ao Pfam Nome sitio Sequéncia Posicdo® llha CpG? Repeticdo
MSAP)? Tandem?®
1099 01 SCMCST1049F01.g° Pkinase_Tyr bHLH GCATGtga -430 (+) -3126/-1046
1099 _02 (-507/-425)
AT-Hook TTTTTtctg -443 (-)
1099 04 SP803280_c78142_gl_i2° RVT 1 bzIP attCGTGT -1807 (-) -2052/-1498
(-1895/-1778)
+35/+4457
5000_06 SCCCLR1C04G04.g° Sem pfam Myb/SANT aaCCCTAgcc -280 (-) -1655/+11
(-332/-218)
5000_09 SCQGRT1040A08.9" RVT; PTR2; PTR2 bZIP;Homeodomain;HD- atttctgATGATcactccc -1650 (+) -1964/-922 +44/+84
(-1778/-1655) “F
5000_17 SCMCSTlO49FOl.gD Pkinase_Tyr bHLH GCATGtga -432 (-) -3143/-373
(-509/-427)
AT-Hook TTTTTtctg -445 (-)
5000_19 SP803280 c78142 g1 _i2° RVT_1 bzIP attCGTGT -1807 (-) -2052/-1498

(-1895/-1778)
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+35/+4457

a: Posicao em relacao ao inicio da regido 5’UTR, sendo os valores negativos referentes a posicdes a montante, e 0s positivos
a jusante deste ponto de referéncia, b: Transcrito do banco de dados SUCEST; c: Transcrito do banco de dados do CTBE



50

4.3. Sequenciamento e analise dos FDEs

Os 15 fragmentos cDNA-AFLP clonados e sequenciados apresentaram um
tamanho médio de 71 pb, variando de 27 a 211 pb. Os resultados BLAST revelaram
alinhamentos significativos com sequéncias de cana-de-acucar e sorgo, mesmo para
0os menores fragmentos (Tabela 8). Os hits corresponderam a transcritos com
motivos de proteina gag de retrotransposon (5000 20); repeticdes kelch (5000_21);
proteina do fotossistema Il (5000 _22); chaperonas (5000 23, 5000 24 e 5000 _25);
oxidorredutase glucose-frutose (5000 26); proteinas transportadoras de metais
pesados (5000 28, 1099 32 e 1099 _33); dominio protéico “zinc finger” envolvido em
processo de metilacdo de cromatina e proteina ligante sitio simétrico CpG metilado
(5000_29); fosfoenolpiruvato carboxilase (5000 _31 e 5000 35); e proteina ligante a
lipideos (5000 _34). A sequéncia 5000 27 se alinhou com uma regido ndo transcrita
de cana-de-acUcar, enquanto a sequéncia 5000_30 se alinhou com um transcrito de
dificil identificacdo. A regido promotora apresentou o0s elementos reguladores
putativos Homeodomain, Myb/SANT, Dof, Ap2, bZIP, WRKY, At-Hook e ERF. llhas
CpG abrangeram o inicio da regido 5UTR nos fragmentos 5000 24, 5000 25,
5000_28, 5000_29, 1099 32, 1099_33 e 5000_34 (Tabela 9).
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Tabela 8. Relacéao dos fragmentos cDNA-AFLP e resultado de alinhamento por BLASTN nos bancos de dados do SUCEST,
CTBE e Phytozome.

ID.fragmento (tempo de Combinagdo  Tamanho (pb) Transcrito®” e-value Pfam Phytozome e-value Pfam
coleta) Seletiva
Regulados positivamente (c/i)
5000_20 (24 h) EcoRIAAC/M 63 SP803280_c77422_  6e-30 Retrotrans  Sem similaridade
selCGT gl i1? _gag
5000_21 (24 h) EcCoRIACG/M 36 SCRFAM1027D10.g° 2e-10 Kelch_1 Sobic.001G488500.4 1.4e-8 Kelch_1
sSpITTG
5000_22 (24 h) ECoRIACG/M 29 SP803280_c105730  1le-11 PSII Sobic.003G168800.1  3.3e-6 PsbH
SPIACT _g3_i4*
5000_23 (24 h) EcoRIAAA/M 52 SP803280_c109710  7e-14 Clp_N; Sobic.008G081900.1  1.le-7 Clp_N; AAA;
selCTT _gli1® AAA,; UVR;
UVR; AAA_2;
AAA_2; ClpB_D2-
ClpB_D2- small
small
5000_24 (72 h) EcoRIAAA/M 111 SCJLLB2076G05.b°  9e-53 Clp_N; Sobic.008G081900.1  3.7e-45 Clp_N; AAA;
selCTT AAA; UVR;
UVR; AAA_2;
AAA_2; ClpB_D2-
ClpB_D2- small
small
5000_25 (24 h) EcoRIAAA/M 51 SCSGAD1005A09.b°  7e-10 Clp_N; Sobic.008G081900.1 1.le-7 Clp_N; AAA;
selCTT AAA; UVR;
UVR; AAA_2;
AAA_2; ClpB_D2-
ClpB_D2- small
small
5000_26 (24 h) ECoRIACG/M 139 SCVPLB2088B04.g°  6e-31 GFO_IDH  Sobic.007G037900.1 1e-53 GFO_IDH_
MocA MocA
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SplACT

5000_27 (24 h) EcoRIACG/M 105 SCSP803280_00004 8e-33 Sem similaridade
SplIACT 0222°

5000_28 (48 h) EcoRIAGC/M 51 SCSBFL1041H02.g°  3e-19 HMA asmbl_270.sorghumv  1.5e-18 Sem pfam
SpIACA 31 _pasa2

5000_29 (48 h) EcoRIACC/M 138 SCACLR1132A12.g° 1e-70 zf-CW; Sobic.009G132800.3 1e-53 zf-CW; MBD
selCTT MBD

5000_30 (72 h) EcoRIACA/M 211 SP803280_c102182  2e-105 Sobic.002G370900.1  6.2e-78 Peptidase_S
selCTT _gl i2® 9

5000_31 (72 h) EcoRIACG/M 27 SCRULR1020D09.g° 6e-6 PEPcase Sobic.010G160700.1  8.4e-5 PEPcase
SpIACT

1099 32 (24 h) EcoRIAGC/M 51 SCSBFL1041H02.g°  2e-18 HMA asmbl_270.sorghumv  1.5e-18 Sem pfam
SplIACA 31_pasa2

1099 33 (48 h) EcoRIAGC/M 51 SCSBFL1041H02.g°  2e-19 HMA asmbl_270.sorghumv  1.8e-17 Sem pfam
SplIACA 31_pasa2

Regulados negativamente (s/i)

5000_34 (24 h) EcoRIAAA/M 39 SCSBFL1044D12.g° 6e-13 SMP_LBD Sobic.002G279500.1 4.7e-9 SMP_LBD;
selCTT ; C2; C2 C2;C2

5000_35 (24 h) EcoRIACG/M 27 SCRULR1020D09.g° 6e-6 PEPcase Sobic.010G160700.1  8.4e-5 PEPcase
SpIACT

Transcrito Sucest?, Transcrito CTBEP".



Tabela 9. Analise de regides promotoras e elementos reguladores putativos dos alinhamentos FDEs pelo PlantPAN.

ID. fragmento

5000_27 (24 h)

Regulado positivamente Pfam Nome sitio Sequéncia Posicdo (fita)® Ilha CpG® Repeticdo Tandem?
5000_20 (24 h) Retrotrans_gag  Homeodomain gcTAATCgtg -14 (+) +846/+282 -364/-391
Myb/SANT CggcATCTTg -177 (+) -1127/+45
5000_21 (24 h) Kelch_1 Dof AAAGC -34 (+) -1596/+777
5000_22 (24 h) PSlI S/A
5000_23 (24 h) Clp_N Dof ttaAAAAGgga -27 (+) +462/+1333
5000 _24 (72 h) ClpB D2-small Ap2 acgGCGGCcg -256 (+) -316/+555
bZIP tgtCAGCTgg -277 (+)
5000_25 (24 h) Clp_N bzIP gctgCTGTCc -35 (-) -296/+554
WRKY agaGTCAAggt -53 (+)
5000 _26 (24 h) GFO_IDH_MocA Homeodomain  acAATAAtg -5(-)
AT-Hook taacAATAAL -7 (+)
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5000_28 (48 h) HMA bzIP agaTGTGT +2 () -1303/+219 +182/+253
AT-Hook TTTTTtctc -34(-)

5000_29 (48 h) zf-CW; MBD Ap2; ERF cGCCGGca -5 (+/-) -348/+445

5000_30 (72 h)

5000 31 (72 h) PEPcase Homeodomain gattaTTATTgc -10 (-) -2265/+199
AT-Hook aTTATTattg -11(-)

1099_32 (24 h) HMA bzIP agaTGTGT +2 () -1303/+219 +182/+253
AT-Hook TTTTTtctc -34(-)

1099 33 (48 h) HMA bZIP agaTGTGT +2 (-) -1303/+219 +182/+253
AT-Hook TTTTTtctc -34(-)

Regulado negativamente

5000_34 (24 h) SMP_LBD; C2; C2 Homeodomain  gacATTAAct -16 (-)

5000_35 (24 h) PEPcase Homeodomain gattaTTATTgc -10 (-) -2265/+199
AT-Hook aTTATTattg -11 (-)

54

a: Posicao em relagao ao inicio da regidao 5’UTR, sendo os valores negativos referentes a posi¢cdes a montante, e os positivos
a jusante deste ponto de referéncia.
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4.4. Genes de referéncia

Os oligonucleotideos desenhados a partir de genes ortélogos aos observados
por Zhang et al. (2013a) (Tabela 1) foram avaliados em sua eficiéncia e
especificidade. Os oligonucleotideos desenhados para os genes UK, SAND e
UBC18 apresentaram um unico pico de fluorescéncia na curva de melting, sugerindo
a amplificacdo de um unico fragmento (Tabela 10). Esses resultados foram
confirmados em corrida de gel de agarose a 3%, corado com brometo de etideo
(1 pg.mL™), com tamanho de fragmento préximo ao amplicon predito. A partir do
experimento de validagéo realizado com mais cinco oligonucleotideos desenvolvidos
por Andrade et al. (2017), sendo eles GAPDH, RPL1, TUB, ACT e UBQ1, foram
obtidos dados de eficiéncia e Ct, os quais foram utilizados para a identificacdo dos
genes mais estaveis e do melhor par de normalizadores pelo algoritmo NormFinder.
De acordo com o NormFinder, o gene mais estavel foi o SAND, seguido por GAPDH,
sendo a melhor combinacéo de pares de normalizadores o0 SAND e o GAPDH. Com
os dados Ct também foi possivel comparar 0s genes candidatos a normalizadores
pelo software RefFinder, mostrando o SAND seguido pelo GAPDH como os mais
estaveis para os algoritmos DeltaCt e BestKeeper, enquanto no algoritmo
NormFinder do RefFinder, o GADPH foi mais estavel que o SAND, e pelo algoritmo
Genorm os genes mais estaveis foram o UBC18 e UK. No ranking compreensivo do
RefFinder, o gene mais estavel € o SAND seguido por GAPDH (dados néo
mostrados), assim como o observado pelo NormFinder, sendo estes 0s genes
escolhidos para a validacdo dos genes possivelmente envolvidos na resisténcia ao
SCMV (Tabela 11).
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Tabela 10. Relacdo dos oligonucleotideos desenhados a partir de ortologos em cana-de-aglUcar de genes estaveis na
condi¢éo de infeccdo viral em S. bicolor e Z. mays.

Primers Sequéncia (5’-3’) Nota Amplicon Amplicon Ct Médio  Eficiéncia R’
Netprimer (pb) Tm (°C) (LinReg) (%)

GTPB F: GACGATGATGATCTGATCCAGTAG 91 126 62 - 0 -
R: TGATCCCAGCCAATGTAACTC 91

UK F: GCAATCTAAGGGACATAATAAAGGTG 100 140 72,8 21,8 90 0,990
R: AATCGAATTGCCTACTGATATGTTG 87

SAND F: CTGTGTGTAAGTTGATATGTCTATGTTG 92 94 71,8 23,3 90 0,998
R: CAACAACGATGGTACTGCCT 93

E1F1 F: CTGGACCAGATCACCGA 88 93 78,1 31 90 0,999
R: GACAGTTCCAATACCACCAATTTA 88

UBC18 F: GCCTGTCAGCCTTCCTTAC 100 100 74 23 90,9 0,999

R: GGTAAGCTTCGCAAATCCAATAG 81
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Tabela 11. Teste de estabilidade para os genes candidatos a normalizadores pelo algoritmo NormFinder e pelo Software

online RefFinder

NormFinder RefFinder

DeltaCt BestKeepe NormFinder Genorrm
Gene Estabilidad  Gene Estabilidad rGene Estabilidad Gene Estabilidade Gene Estabilidade
SAND (e),211 SAND 8,89 SAND 8,263 GAPDH 0,07 UBC18 0,517
GAPDH 0,228 GAPDH 0,91 GAPDH 0,281 SAND 0,117 UK 0,517
UK 0,298 UBC18 0,95 UK 0,354 UBC18 0,457 SAND 0,542
UBC18 0,410 UK 0,97 UBC18 0,416 UK 0,458 GAPDH 0,604
RPL1 0,549 RPL1 1,17 RPL1 0,629 RPL1 0,883 RPL1 0,703
TUB 0,621 TUB 1,37 TUB 0,847 TUB 1,165 TUB 0,844
ACT 0,777 ACT 1,51 ACT 1,042 ACT 1,304 ACT 1,033
UBQ1 0,828 UBQ1 1,57 UBQ1 1,079 UBQ1 1,395 UBQ1 1,168
SAND/GAPDH 0,140
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4.5. Genes candidatos

Dentre os sete pares de oligonucleotideos desenhados para os genes
encontrados pelos alinhamentos com fragmentos cDNA-AFLP e MSAP, os genes
FDE_ 1, FDE_2 e FDE_4 apresentaram produto especifico na curva de meling e
eficiéncia de 90% para as amostras de cDNA testadas (Tabela 12). O perfil de
expressdo (Figura 5) e a analise estatistica REST (Tabela 13) revelam uma
complexidade na expressdo dos FDEs validados por qRT-PCR. Na comparacéo
entre os tratamentos s/i e c/i, a expressao conjunta das trés réplicas biologicas indica
a regulacdo negativa dos FDEs 2 e 4 para IAC91-1099 72 hai a 5% de
probabilidade, e do FDE_4 para IACSP95-5000 72 hai, também a 5% de
probabilidade (Tabela 13). Os cultivares em estudo se diferenciaram quanto a
abundancia relativa de transcritos nos trés FDEs avaliados, considerando a
expressao conjunta das trés réplicas biologicas. Maiores abundancias de transcritos
foram observadas no cultivar IACSP95-5000 para o FDE_2 72 hai em ambos o0s
tratamentos, s/i e c/i, e para o FDE_4 24 hai, sob o tratamento c/i, e 72 hai nos
tratamentos s/i e c/i. Por sua vez, a abundancia de FDE_1 foi menor em IACSP95-
5000 24 hai no tratamento s/i.
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Tabela 12. Relacdo dos oligonucleotpideos desenhados a partir de genes encontrados por alinhamentos com fragmentos

cDNA-AFLP e MSAP.

Primers Descri¢&do ID Fragmento Expressdo predita Sequéncia (5'-3’) Nota Amplicon (pb)  Amplicon (Tm) Ct Eficiéncia
(tempo de coleta)® Netprimer (°C) (LinReg) (%)
FDE_1 zf-CW; 5000_29 Regulagéo positiva F: GAAGCAGGAGAAGGCAGAG 100 100 75,8 24 90
MBD 48 hai
R: GATAGGATGGGACATGATCTTGAG 90
FDE_2 Clp_N 5000_24 Regulagdo positiva  F: CTCGTACATAACAGATGATGACAAA 93 123 71,2 185 90
72 hai
R: AAAGGCAGCAACGATTTCC 90
FDE_3 bzIP_1 Medeiros et al. Regulacéo positva F: CTGTCCTGTCCTACTGTATGTTT 100 91 74,8 28,9 90,8
(2014) 72 hai em
IACSP95-5000 R: TCAAGTCCGTTCAGTTCACC 100
FDE_4 VQ Medeiros et al. Regulacéo positiva F: CAACACTGGTACAAGAGACTAGAA 90 83 73,7 25 91,4
(2014) 72 hai em
IACSP95-5000 R: TGTCACCTTCATGGTCATAGC 90
MET_5 Retrotransg ~ 5000_18 Hipermetilagéo 48 F: CTCTCTGTTGATTCCTATTGTTTGT 100 97 64,5 - 21,1
ag; hai
NB_ARC R: GGTGAAGTGCTCACCGATA 80
MET_6 RVT_3 5000_16 Hipermetilagéo 48 F: CACTTTGAGTGTTTACATGTTCCT 85 99 62 - 0
hai
R: CCCAAATAACCCACGAATTCAC 82
MET_7 RRM1 1099_03 Hipometilacdo 24 F: TGGTAAGTCTCCCGATCTGTAT 91 120 75,7 36,2 0
hai
R: GGAATAGGTAGCACCCTCTTTG 99

Expresséo observada com base no perfil dos marcadores moleculares cDNA-AFLP e MSAP



60

FDE_1 FDE_1
1.2 A 1.2 A
1 A 1 A
0.8 - 0.8 -
<] <]
= =
& 06 & 06
0.4 0.4
0.2 A 0.2 A
o] T 1 o] T 1
24 72 24 72
= ACO1-099_si  ==ll=IA4C31-1099_ci s |4 CSPO5-5000_si == 1ACSP95-5000_ci
FDE_2 FDE_2
18 - 18 -
16 16
14 14
12 12
& 10 A & 10 A
= =
N5 - N5 -
. i 6
4 4 4 4
2 2
4] T 1 4] T 1
24 72 24 72
== |ACT91-1099_si =—l=IAC91-1099 ci = |ACSP95-5000_si ==IAC5P95-5000_ci
FDE_4 FDE_4
1.2 - 1.2 -
1 1
0.8 - 0.8 -
= 06 = 06
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Figura 5. Dados de quantificagdo de expressado 22CT e desvio padrdo (SD) para os

FDEs validados qRT-PCR para dois horarios de coleta, 24 hai e 72 hai. O
desvio padrédo (SD) representa a variagdo entre as réplicas bioldgicas. Os
motivos pfam associados aos FDEs sédo zf-CW, MBD; Clp_N e VQ para
FDE_1, FDE_2 e FDE_4, respectivamente.
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Tabela 13. Andlise estatistica pela ferramenta REST com p<0,05 (*) e p< 0.01(**)
para os genaotipos IAC91-1099 (1099) e IACSP95-5000 (5000).

1099 si x ci® 5000 si x ci* 1099 x 5000 si® 1099 x 5000 ci’

Réplica 24 hai 72hai 24hai 72hai 24hai 72hai 24hai 72hai
biologica
FDE_1 B1 NS POS’ NS POS NS POS™ NS POS™
B2 NS NS NS NS NS NS NS NS
B3 NEG NS NEG NS NEG  NEG’ NS NS
Média NS NS NS NS NEG NS NS NS
FDE_2 B1 NEG~ NEG NS NS NS NS NS POS~
B2 NS NS NS POS™ NS NS NS  POS”
B3 NS NS NS NS NS NS NS NS
Média NS NEG NS NS NS POS™ NS POS™
FDE_4 B1 NS NS NS NS NS POS~ NS POS
B2 NS NEG~ NS NS NS POS POS  POS
B3 NEG NS NS NS POS POS~ POS~ NS
Média NS NEG NS NEG NS POS~ POS  POS

a: Regulacgéo positiva (POS), negativa (NEG) ou nao significativa (NS) do tratamento
com inoculacédo (c/i) em relacdo ao tratamento sem inoculacéo (s/i); b: Regulagéo
positiva (POS), negativa (NEG) ou nao significativa (NS) do cultivar IACSP95-5000
em relacdo a IAC91-1099.

5. DISCUSSAO

A proporcdo de loci metilados observada pela contagem de padrbes de
presenca e auséncia de bandas MSAP (Tabela 2) variou de 33% a 35,4% para
IAC91-1099, e de 33% a 37,3% para IACSP95-5000. Pela analise global das
amostras pelo pacote R MSAP, foram observados 40% de MSL no genoma da cana-
de-acucar. Grativol et al. (2014), que aplicaram e técnica de filtragem de metilacédo
no genoma da cana-de-acucar, com o intuito de excluir sequéncias repetitivas,
normalmente metiladas e pertencentes a heterocromatina, filtraram e excluiram 35%
do genoma da cana-de-acUcar. Resultados obtidos pela aplicacdo de métodos
enzimaticos em diferentes espécies vegetais foram reunidos por Alonso et al. (2016),
demonstrando niveis de metilagdo de 17-27% no motivo CpHpG e de 30-41% no
motivo CpG para Brassica oleracea (SALMON et al., 2008), enquanto Zea mays
apresentou niveis de metilacdo de 30-50% no motivo CpHpG e 0% para CpG (PAPA
et al., 2001), sendo resultados semelhantes aos do presente estudo.
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Segundo Chad e Robert (2013), as espécies vegetais possuem mecanismos
robustos para a manutencdo das marcas de metilagio no DNA, no entanto,
mudancas no padrao de metilacdo podem ser ocasionadas em resposta a estresses
(MIROUZE; PASZKOWSKI, 2011; IWASAKI; PASZKOWSKI, 2014) possuindo
possiveis implicacbes na imunidade vegetal (LAW; JACOBSEN, 2010). Os
resultados da Tabela 3, onde foi observada uma alta frequéncia de loci nao alterados
com tempo de coleta e inoculacdo com SCMV, e a andlise PCoA (Figura 4), onde
houve sobreposicdo dos grupos s/i e c/i em MSL para ambos os cultivares, parecem

refletir esses mecanismos de manutencao.

Os indices de diversidade de Shannon e os valores de Phi_ST, obtidos em
analises AMOVA, indicam uma maior variacdo entre os cultivares nos loci NML,
representando variacfes genéticas, em comparacdo aos loci MSL, que representam
as variacOes epigenéticas de metilacdo de DNA. Contudo, as alteracfes no padrao
de metilagdo de DNA observadas nas Tabelas 2 e 3 apontam para um
comportamento especifico dos cultivares IAC91-1099 e IACSP95-5000 em resposta

a infeccdo por SCMV.

As maiores frequéncias de polimorfismos de hipometilacdo para o cultivar
IACSP95-5000 24 hai e 72 hai (Tabela 3) podem envolver loci LRR, relacionados a
defesa, assim como o observado por Boyko et al. (2007) em N. tabacum 24 h apés a
inoculagcdo com TMV. A hipometilacdo dos loci LRR apresenta correlacdo com o
aumento de eventos de recombinacdo dentro dos genes de resisténcia contendo
LRR (KOVALCHUK et al., 2003), acelerando os eventos de recombinacdo genética
nesses loci (ENGLER; WENG; STORB, 1993). Porém, diferentemente do observado
por Boyko et al. (2007), ndo foi observado o aumento nos niveis de metilacdo
gendmica nos cultivares avaliados no presente estudo, podendo ser essa distingado
devido a espécie estudada. Isso é reforcado pelo fato de que dentre as cinco
linhagens estudadas de N. tabacum sob interagdo com TMV, uma ndo apresentou

aumentos significativos na metilacdo gendmica (BOYKO et al., 2007).

A distribuicdo da metilagdo genémica em espécies vegetais ocorre de forma

nao aleatdria, associando-se preferencialmente a transposons e DNA silenciado
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(GOMEZ-DIAZ et al., 2012), sendo regulados pela metilacdo de DNA nos sitios
CpHpG e CpHpH por meio de remodelacdo da cromatina em resposta a fatores
ambientais (HASHIDA et al., 2006; ZEMACH et al.,, 2010; GENT et al., 2013). A
metilacdo de citosinas também ocorre dentro de regifes codificantes (entre 0s
coédons de inicio e término da transcricéo) e regides promotoras, estando tipicamente
associada ao motivo CpG, com implicacdbes na expressao génica diferencial
(BOYKO et al.,, 2007; GREAVES et al.,, 2012). Enquanto a metilacdo de regides
promotoras possui associacdo negativa com a expressao génica (SUZUKI; BIRD,
2008), os efeitos da metilacdo dentro de sequéncias génicas na expressao sao
desconhecidos até o momento, havendo as hipéteses de associacdo a um estado
reprimido do gene (SAHU et al.,, 2013), ao aumento da acuracia no “splicing”
(SHUKLA et al., 2011) ou na prevencdo de transcricdo aberrante dentro de genes
(ZILBERMAN et al., 2007; MAUNAKEA et al., 2010).

Os alinhamentos dos fragmentos MSAP e FDEs oriundos de cDNA-AFLP
indicam alteracbes em resposta ao SCMV de vias que podem caracterizar respostas
a infeccdo viral, além de uma conexao entre alteracées no padrdo de metilacdo e
transcriptoma. O FDE 5000_29 pode caracterizar um bom exemplo dessa conexao
por se alinhar com um transcrito com dominios “CW-type Zinc Finger’ (zf-CW) e
dominio ligante ao grupo metil no motivo CpG (“Methyl-CpG binding domain”, MBD)
(Tabela 8). A funcéo putativa do dominio MBD consiste no reconhecimento e ligacao
a DNA metilado (PERRY; ZHAO, 2003; ZEMACH; GRAFI, 2007), sendo inclusive um
componente do processo de demetilagdo por mecanismos ativos em A. thaliana (LI
et al., 2015). Entretanto, as proteinas MBD parecem ter se divergido evolutivamente
nas monocotiledéneas, podendo possuir outras fun¢cdes como ligacdo a RNA ou
DNA nao metilado, de forma que ainda néo foram caracterizadas (ZEMACH; GRAFI,
2007). De acordo com He et al. (2010), a estrutura terciaria do dominio zf-CW se
assemelha a dedos de PHD (“Plant Homeodomain-finger’, PHD-finger), o qual
possui importante funcdo no reconhecimento da cauda da histona 3 (H3). Dessa
forma, a presenca desse dominio zf-CW reforca o possivel papel de alterar a
expressado de genes do transcrito alinhado a 5000_29, uma vez que modifica¢cdes na

histona 3 (H3) podem levar a ativacdo de genes ou a um estado reprimido da
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cromatina (RAPP; WENDEL, 2005; GOMEZ-DIAZ et al., 2012).

A proximidade de ilhas CpG e repeticdes em tandem a montante de regides
promotoras é considerada um indicativo da influéncia da metilacdo de DNA na
expressao desses genes (DOS SANTOS et al., 2013; SZYMCZYK et al., 2017). Isso
foi observado para os FDEs 5000 20, 5000 21, 5000 24, 5000 25, 5000 28,
5000_29, 1099 32, 1099 33 e 5000_34, sugerindo essa conexao (Tabela 9). De
modo similar, os fragmentos MSAP que se alinharam a transcritos 1099 03,
5000 10, 5000 13, 5000 14, 5000 _16 e 5000 18 apresentam ilhas CpG proximas
as regides 5’UTR (Tabela 6).

Os FDEs 5000_26, 5000_31 e 5000 _32 também podem ser influenciados por
vias epigenéticas, mesmo ndo possuindo proximidade com ilhas CpG ou repeti¢cdes
em tandem, devido a presenca dos motivos reguladores AT-Hook e Homeodomain,
(Tabela 9) envolvidos na metilagdo de DNA e remodelagédo da cromatina (SANCHEZ;
ZHOU, 2011; XU; GAN; ITO, 2013). De forma similar, o fragmento MSAP 5000 _05
nao apresentou proximidade com ilhas CpG ou repeticdes em tandem, mas possui 0
motivo regulador Homeodomain (Tabela 6). Enquanto as sequéncias promotoras em
vertebrados se encontram com frequéncia dentro de ilhas CpG, estas ndo séo
facilmente distinguiveis em espécies vegetais (PIKAARD; SCHEID, 2014), deste
modo, as alteragdes no padrédo de metilagdo sem a proximidade de ilhas CpG sao

esperadas.

Dentre os fragmentos MSAP polimérficos originados da hipometilacdo (Tabela
5), o fragmento 5000_05 apresentou um alinhamento com transcrito que contém um
motivo pfam Myb_DNA-binding, sendo relevante, uma vez que este motivo pertence
a uma grande familia de fatores de transcricdo envolvida no controle de diversos
processos como respostas a estresses bidticos e abidticos, desenvolvimento,
diferenciacao, metabolismo, defesa, entre outras fungoes (AMBAWAT et al., 2013). O
fragmento 5000_10 apresentou hit com uma proteina similar ao citocromo P450 no
banco phytozome (Tabela 5), sendo o dominio p450 de grande importancia para
sintese de diversos compostos secundarios em espécies vegetais superiores
(DONALDSON; LUSTER, 1991). Genes pertencentes a essa superfamilia também
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foram observados como responsivos a estresses bioticos e abidticos (NARUSAKA et
al., 2004), sendo inclusive um polimorfismo obtido com a técnica MSAP em Brassica
napus sob condicdes de estresse salino (MARCONI et al., 2013). O motivo regulador
bHLH, presente na regido promotora de 5000 10, possui funcbes de regulacédo de
vias para adaptacéo a estresses (XU et al., 2014) e sinalizacao por fitorménios (SEO
et al., 2011), reforcando a funcédo de respostas a estresses bidticos e abibticos do
transcrito alinhado.

O fragmento hipometilado 1099 03 apresentou htis com transcritos bem
similares nos dois bancos de dados utilizados na Tabela 5, sendo o BLASTN entre
ambos os transcritos altamente significativo (e-value=0, identidade=97%, query
cover=99%; dados n&o mostrados). De acordo com a descricdo no Phytozome,
trata-se de uma proteina similar a uma proteina putativa mei2-like do género
Arabidopsis (“Arabidopsis Mei2-like 17, AML1). As fun¢des dessa proteina envolvem
a meiose em espécies vegetais, desenvolvimento (KAUR; SEBASTIAN; SIDDIQI,
2006), e regulacdo génica poés-transcricional por modificacdo na cromatina (BAURLE
et al., 2008). Enquanto a proximidade com ilha CpG corrobora a possivel funcao de
regulacdo génica pos-transcricional, o motivo regulador GATA indica funcdes em
uma ampla gama de processos biologicos, incluindo desenvolvimento e
florescimento (BEHRINGER; SCHWECHHEIMER, 2015), estando de acordo com a
descricdo no phytozome de proteina AML1. O motivo regulador NAC;NAM, por seu
turno, indica funcBes de resposta a estresses bibticos e abidticos em espécies
vegetais (NURUZZAMAN; SHARONI; KIKUCHI, 2013).

Dentre os fragmentos que foram hipermetilados apdés a inoculagdo com
SCMV (Tabela 5), o fragmento 5000 14 apresentou dominios pfam TAXI_N e
TAXI_C que séo descritos como inibidores de xilanase, possuindo participacdo na
defesa vegetal (DORNEZ et al., 2010). A regido reguladora desse transcrito possui o
motivo bZIP que € responsivo a estresses bidticos e abioticos (ALVES et al., 2013),
reforcando sua possivel fungcédo na defesa em cana-de-acucar. O fragmento 5000 13
se alinhou com um transcrito cuja proteina possui dominio pfam PTR2, com papel no
transporte de peptideos (WATERWORTH; BRAY, 2006) e fun¢gbes na interacdo
patogeno hospedeiro (DIETRICH et al., 2004). A regiao reguladora desse transcrito
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também reforca as funcdes de resposta a estresses sugerida pelo motivo pfam, por
apresentar o motivo CG-1. Em A. thaliana, sistemas CAMTA/CG-1 tém demonstrado
papel fundamental na resposta de estresses bibticos e abidticos (DOHERTY et al.,
2009).

De acordo com a Tabela 5, a hipermetilacdo também foi observada para
elementos transponiveis. O fragmento MSAP 5000_16 se alinhou com transcrito que
possui dominios de transcriptase reversa (RVT), frequentemente associados a
retrotransposons (XIONG; EICKBUSH, 1990). Os elementos transponiveis possuem
importante papel na alteracdo do perfil de metilacédo, principalmente pela via RADM,
umas das principais vias envolvendo pequenos RNAs interferentes em espécies
vegetais. Nela, estresses de natureza bidtica e abidtica podem promover a perda de
metilacdo de elementos transponiveis, sua dispersdo e um novo processo RADM,
alterando assim a distribuicdo da metilacdo genémica (MATZKE; MOSHER, 2014).
A regidao promotora desse transcrito alinhado a 5000_16 possui 0S motivos
reguladores bZIP, reforcando a ideia que estresses bibticos alteram sua atividade, e
Homeodomain, sugerindo alteracbes no padrdo de metilacdo e estrutura da

cromatina como descrito na via RdDM.

A ativacdo de elementos transponiveis e sequéncias repetitivas podem afetar
a estabilidade do genoma e aumentar o potencial adaptativo do hospedeiro
(ROMANEL et al.,, 2012). O fragmento MSAP 5000 18 é um indicativo desse
aumento de potencial adaptativo, uma vez que se alinhou a parte de dominio de
retrotransposon em um transcrito que também possui dominio ligante a nucleotideos
(NB_ARC), um dos principais componentes da imunidade vegetal induzida por
efetores (“effetor triggered immunity”, ETI) (Tabela 5). Exemplos da integracéo de
elementos transponiveis a genes de resisténcia em ETI, conhecidos como genes R,
ja foram relatadas (DELERIS; HALTER; NAVARRO, 2016; SARRIS et al., 2016),
possuindo possivel papel na diversidade e funcdo desses genes (FREELING et al.,
2008). Os elementos reguladores presentes na regido promotora do transcrito,
NAC;NAM, bHLH e bZIP, relacionados a adaptacao a estresses bioticos e abidticos e
sinalizacdo por fitorménios (ALVES et al, 2013; NURUZZAMAN; SHARONI,
KIKUCHI, 2013; XU et al., 2014), séo indicativos da possivel funcado de resposta a
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infeccéo viral.

A andlise das regides promotoras dos alinhamentos MSAP intergénicos revela
possiveis efeitos da metilacdo de DNA na expressdo de genes a jusante, uma vez
gue motivos reguladores foram observados dentro da sequéncia MSAP, estando
todos os alinhamentos dentro de ilhas CpG (Tabela 7). A hipometilacdo observada
em 1099 01 e 1099 02 envolve os motivos reguladores bHLH e AT-Hook, podendo
possuir efeitos de regulacdo positiva no transcrito relacionado a proteinas kinase,
motivo pfam Pkinase Tyr, que é envolvido em vias de sinalizacdo de estresses
bidticos e abidticos (JALMI; SINHA, 2016). Além da regulacdo da expressao
envolvendo a adaptacdo a estresses e sinalizacdo por fitormonios, indicada pela
presenca do motivo bHLH (SEO et al.,, 2010; XU et al.,, 2014), mecanismos
epigenéticos também podem estar envolvidos devido a presenca do motivo AT-Hook
(XU; GAN; ITO, 2013). Para o cultivar IACSP95-5000, foi observada a
hipermetilagdo & montante do mesmo transcrito, pelo fragmento 5000_17, com 0s
mesmos elementos reguladores dentro da sequéncia MSAP. Além dos horarios de
coleta e a forma de polimorfismo MSAP, a distincdo entre os cultivares para este
transcrito parece estar na proximidade da ilha CpG a regido 5’UTR, sendo esta
maior em 5000_17, sugerindo diferencas epigenéticas entre os cultivares nesta via

envolvida.

Os polimorfismos de hipometilagdo 1099 04 e 5000 _09 sugerem a ativacao
de elementos transponiveis, enquanto a hipermetilacdo em 5000 _19 sugere um
novo silenciamento. Os elementos reguladores bZIP e bZIP;Homeodomain;HD-ZIP
sao responsivos a estresses bidticos e abioticos (Tabela 7) (YU et al., 2005; ALVES
et al., 2013), novamente sugerindo o envolvimento de vias RdDM (MATZKE;
MOSHER, 2014). A técnica cDNA-AFLP também indicou alteracdes na atividade de
elementos transponiveis apés a infecgéo viral, com o fragmento 5000_20 indicando

regulacéo positiva de um retrotransposon 24 hai.

Os dominios pfam e os motivos reguladores dos fragmentos cDNA-AFLP
restantes indicam diferentes vias moleculares envolvidas na resposta a infeccéo

ocasionada pelo SCMV (Tabela 8). O FDE 5000 21 se alinhou com transcrito com
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dois dominios pfam kelch_1. Resultados BlastX desse transcrito revelam
similaridade com proteinas F-box com repeticdes kelch, a exemplo da proteina de
sorgo de acesso XP_021301994.1 no NCBI, cuja cobertura foi de 56%, e-value de
le-64 e identidade de 98% (dados ndo mostrados). Repeticdes do motivo kelch
estdo entre os motivos mais comumente encontrados em proteinas F-box de milho
(JIA et al., 2013) e Arabidopsis (KURODA et al., 2002). Um numero crescente de
proteinas F-box vem sendo descrito, e as fun¢gbes destas proteinas vem se tornando
cada vez mais diversa, abrangendo percepcdo hormonal, sinalizacdo, protecao
contra estresses, remodelacdo de cromatina, ciclos cicardianos, auto-
incompatibilidade e defesa contra patégenos (LECHNER et al. 2006; HUA; SHIU;
VIERSTRA, 2011). O elemento regulador Dof da regido promotora deste transcrito
(Tabela 9) também apresenta funcdes diversas na expressao génica vegetal como
respostas a luz, fitorménios e respostas de defesa, desenvolvimento de semente e
germinacao (YANAGISAWA, 2002).

O FDE 5000 22 apresentou alinhamento significativo com transcritos de
proteina coletora de luz do fotossistema Il (PSIl) no banco de dados do CTBE, e de
fosfoproteina de 10 kDa do fotossistema Il (PsbH) no Phytozome (tabela 8). Os
efeitos da infeccdo por virus do género Potyvirus em proteinas do fotossistema Il ja
foram observados em outros estudos (DIAZ-VIVANCOS et al., 2008; BAEBLER et
al., 2009). Baebler et al. (2009) observaram em analises de microarranjo regulacao
positiva de transcritos relacionados a dominios PSIl em ambos os cultivares de
batata de resposta contrastante ao Potato virus Y (PVY), meia hora apds a
inoculacdo. Em outra abordagem, Diaz-Vivancos et al. (2008) observaram efeitos da
infeccdo por Plum pox virus (PPV) sobre o fotossistema Il por meio de alteracdes na
guantidade de Rubisco, intensificadores responsivos a oxigénio e fatores de
estabilidade do fotossistema Il, levando a formacéo de espécies reativas de oxigénio
(“Oxygen reactive species”, ROS), e correlacionaram o estresse oxidativo gerado
pelos cloroplastos aos sintomas ocasionados pela infeccdo viral em ervilha.
Enquanto grandes quantidades de ROS causam danos celulares, pequenas
guantidades podem agir como moléculas sinalizadoras (GILL; TUTEJA, 2010), o que

ressalta a possivel funcdo de sinalizacao dos cloroplastos. Essa funcéo vem sendo
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descrita recentemente como vias de sinalizacdo retrégrada, a qual promove
alteracdo da expressao génica com base na sinalizacdo dos cloroplastos,
apresentando funcdo de respostas a alteracdes do ambiente e em vias de defesa
contra patégenos (BOBIK; BURCH-SMITH, 2015).

Outro motivo relacionado a fotossintese foi o da fosfoenolpiruvato carboxilase
(PEPCase), com papel na assimilagdo de CO, atmosférico durante a fotossintese C4
e pelo metabolismo acido das crassulaceas (O'LEARY; PARK; PLAXTON, 2011). Os
fragmentos 5000 31, regulado positivamente 72 hai, e o 5000 35, regulado
negativamente 24 hai, sugerem modificacbes no processo de fotossintese em
resposta ao SCMV (Tabela 8). Muller et al. (2009) observaram a regulagao positiva
de PEPCase em fumo sob infeccdo com os Potyvirus Potato virus A e Potato virus Y.
Segundo os autores, a regulacdo positiva de PEPCase pode ser devido ao
fechamento de estbmatos e subsequente alteracdo de metabolismo, e também ao
aumento do fluxo anapler6tico necessario para sustentar a sintese de proteinas de

defesa a virus.

Os FDEs 5000 23, 5000 24 e 5000 25, regulados positivamente de acordo
com a analise de perfil de CDNA-AFLP, apresentaram alinhamento com transcritos
com dominios relacionados a chaperonas moleculares (“caseinolytic protease”, Clp)
da classe Hsp 100 (“Heat Shock Protein 100”) e proteases dependentes de ATP
(“ATPases associated with diverse cellular activities”, AAA) (Tabela 8) (RIGAS et al.,
2014; WANG et al., 2004). Enquanto as chaperonas moleculares facilitam o
dobramento correto de proteinas recém-sintetizadas, prevenindo a agregacdo e
auxiliando na montagem de complexos multiprotéicos, as proteases AAA degradam
proteinas que foram danificadas de modo irreparavel ou sintetizadas erroneamente
(RIGAS et al., 2014). Agarwal et al. (2003) observaram correlacdo entre proteinas de
arroz Hsp 100 e o desaparecimento de granulos protéicos em células transformadas
de levedura na fase pos-estresse, sugerindo uma funcdo na recuperacdo do
estresse celular. A regido promotora desses transcritos possuem 0s elementos
reguladores Dof, Ap2, bZIP e WRKY que reforcam as fungbes descritas dos
dominios pfam (Tabela 9). O motivo regulador Ap2, pertencente a superfamilia de
fatores de transcricdo “APETALAZ2/Ethylene-Responsive Factor” (AP2/ERF), é
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responsavel pela regulacéo de respostas fisioldgicas, desenvolvimento e resposta a
estresses (LICAUSI; TAKAGI; PERATA, 2013), sendo também observado em
5000_29. A observacdo de sitio WRKY remete os resultados observados por
Baebler et al. (2009), possuindo funcdes relevantes de respostas de defesa por
mediacdo da sinalizagcdo por etileno e &cido abscisico, observado em A. thaliana por
Chen et al. (2013).

O FDE 5000 30 apresentou alinhamento com a regido intrbnica de
Sobic.002G370900.1, enquanto o transcrito do CTBE SP803280 ¢102182 gl i2
nao apresentou similaridades pela ferramenta BlastX, com excecdo da regido
gendmica e em parte da regiao transcrita de Sobic.002G370900.1, podendo se tratar
de um transcrito ainda ndo caracterizado (Tabela 8). O dominio pfam associado a
regido transcrita de Sobic.002G370900.1 corresponde a uma protease da familia
“Prolyl oligopeptidase” (TRIPATHI; SOWDHAMINI, 2006) que, segundo a descrigao
no site da EMBL-EBI (https://www.ebi.ac.uk/), é conhecida por formar complexos
com Clp ATPases.

O fragmento 5000 26 se alinhou com um transcrito com dois motivos
pertencentes a familia de oxirredutases GFO/IDH/MOCA, sendo que um desses
motivos pfam também possui estrutura secundaria ligante a “NAD(P) Rossmann-
fold” (Tabela 8). Estudos em condi¢cdes de estresse bibdtico também revelaram
regulacao positiva de proteinas “Rossmann fold” em associagdo com resisténcia de
trigo a Fusarium graminearum (ZHANG et al.,, 2013b) e em feijdo em resposta a
infeccdo por Uromyces appendiculatus, juntamente com proteinas de resisténcia
(AYYAPPAN et al., 2015).

Os fragmentos 5000 28, 1099 32 e 1099 33 possuem alinhamentos com
proteinas HIPPs (“heavy metal-associated isoprenylated plant proteins”) (Tabela 8),
que sao “metallochaperonas” com um ou dois dominios conservados HMA (SUZUKI
et al., 2002; BARTH et al., 2009), e que sdo componentes chave para o transporte
de ions metalicos para o meio intracelular (ABREU-NETO et al., 2013). Proteinas
HIPPS possuem funcbes descritas de homeostase de metais pesados e
desintoxicacdo (CHANDRAN et al., 2008; TEHSEEN et al., 2010) e também como
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elementos regulatorios na resposta transcricional a estresses abioticos como frio e
seca (BARTH et al., 2004; BARTH et al., 2009). Assim como observado por Agudelo-
Romero et al. (2008), a infeccdo por Potyvirus pode induzir genes do hospedeiro
envolvidos em respostas a estresses abidticos como seca, salinidade, altas
temperaturas e injuria mecanica. A presenca dos motivos bZIP e AT-Hook na regiao
promotora indicam a resposta a estresses (ALVES et al., 2013) e a regulacao por
mecanismos epigenéticos (XU; GAN; ITO, 2013), corroborando com a proximidade
de ilhas CpG como indicativo da metilacdo diferenciada (Tabela 9) (DOS SANTOS et
al., 2013; SZYMCZYK et al., 2017).

O FDE 5000_34, regulado negativamente 24 hai, se alinhou a um transcrito
potencialmente relacionado a proteinas transmembrana, previamente descrita em
animais (Tabela 8). Em mamiferos, proteinas sinaptotagmina (“Synaptotagmins”,
SYT) ligam-se a fons Ca** e interagem com fosfolipideos e proteinas da maquinaria
de fusdo de membranas para regulacdo da fusdo de vesiculas na membrana
plasmética com a finalidade de exocitose de neurotransmissores e hormonios
(MOGHADAM; JACKSON, 2013). Em Arabidopsis thaliana, cinco proteinas
sinaptotagminas foram descritas (SYTA, SYTB, SYTC, SYTD e SYTE), todas
preditas como possuindo a estrutura de dominios protéicos conservada em relacédo
aos seus ortélogos em animais. A proteina SYTA € a mais bem estudada e tem
demonstrado importantes funcdes em estresses bidticos e abibticos (LEWIS;
LAZAROWITZ, 2010). Uchiyama et al. (2014) constataram que SYTA regula o
transporte mediado por proteinas de movimento codificadas por virus (“movement
protein”’, MP) via plasmodesma (PD) em virus diversos como Cabbage leafcurlvirus
(CaLCuV), do género Begomovirus e TMV, do género Tobamovirus, sugerindo um
papel central dessas proteinas na regulagdo do movimento célula a célula de uma
ampla gama de fitovirus. Para os virus que empregam outros mecanismos de
transporte e que, diferentemente de CaLCuV e TMV, infectam de forma eficiente A.
thaliana, como o potyvirus Turnip mosaic virus (TuMV) e o tobamovirus Turnip vein
clearing virus (TVCV), a infeccao sistémica apresentou atraso nas linhagens de A.
thaliana com SYTA silenciado (SYTA knockdown line, syta-1) em relacdo as

linhagens selvagens (UCHIYAMA et al., 2014). A analise da regido promotora indica
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a regulacdo deste transcrito por vias epigenéticas como metilacdo de DNA e
remodelacdo da cromatina devido a presenc¢a do motivo Homodomain e proximidade
com ilha CpG (Tabela 9).

A analise REST da expressdo dos trés genes candidatos indicam
comportamentos diferentes do observado pela técnica cDNA-AFLP (Tabela 13). O
perfil de expressdo do FDE_4 (Figura 5), o qual se refere a um transcrito com motivo
pfam VQ, demonstra uma tendéncia de regulacdo positiva em c/i no cultivar
IACSP95-5000 24 hai e uma regulacdo negativa mais pronunciada em c/i 72 hai que
no cultivar IAC91-1099, ainda assim a abundancia deste transcrito foi superior em
IACSP95-5000. As proteinas VQ regulam diversos processos de desenvolvimento e
incluem respostas a estresses bidticos e abidticos (JING; LIN, 2015). A regulagéo
negativa do transcrito VQ no cultivar resistente se assemelha ao observado por
Cassone et al. (2014) em analises de microarranjo de linhagens contrastantes de
milho sob infeccdo com MDMV. Os niveis de transcrito referentes a chaperonas
moleculares, representados pelo FDE_2, indicam maiores expressées no cultivar
resistente IACSP95-5000 72 hai para ambos os tratamentos (Tabela 13, Figura 5).
As funcdes de proteinas chaperonas da classe HSP100 na imunidade vegetal tém
sido pouco investigadas (PARK; SEO, 2015), mas as possiveis funcbes de
recuperacdo pos-estresse e qualidade proteica podem explicar a auséncia de
sintomas de mosaico no cultivar resistente IACSP95-5000 (AGARWAL et al., 2003;
RIGAS et al., 2014). A correlacdo das diferencas na expressdo do FDE_2 com os
sintomas ocasionados pelo mosaico da cana-de-acgucar é reforcada por Sjogren et
al. (2004), que observaram atrasos no crescimento, clorose foliar e diminuicdes na
fotossintese com o silenciamento do gene clpCl em A. thaliana, o qual é

responsavel pela codificacdo de proteinas chaperonas Hsp100 em cloroplastos.

Diferengas entre observacfes de analise de transcriptoma e validagdo em
tempo real estdo presentes na literatura (UZAROWSKA et al., 2009; GUSBERTI;
GESSLER; BROGGINI, 2013; BASTIAANSE et al., 2014). Bastiaanse et al. (2014)
ao validarem 24 FDEs responsivos a patégenos em um cultivar de maca sob
infeccdo com o fungo Venturia inaequalis, observaram que 17% deles ndo estavam

de acordo com o observado pela técnica cDNA-AFLP e n&do apresentaram
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expressdo diferencial significativa nas analises de qRT-PCR. Gusberti, Gessler e
Broggini (2013) ao analisarem o transcriptoma por RNA-seq em maca também sob
inoculacdo com V. inaequalis, observaram a regulacdo positiva significativa para o
gene “Lipoxigenase” (LOX), o qual esta envolvido na via de sintese do fitorménio
jasmonato, ao passo que o0s resultados gRT-PCR revelaram alteracbes na
expressao nao significativas. Uzarowska et al. (2009) ao validarem genes candidatos
obtidos por andlise de microarranjo para resisténcia ao SCMV e MDMV em
linhagens puras de milho, n&o observaram expressao diferencial significativa para
os genes de RNA ribossomal 26S e sintase de S-adenosilmetionina ao empregarem
a média de quatro réplicas bioldgicas, mas com aumentos significativos de 1,2 e 1,6
vezes na expressdo em uma das réplicas, enquanto o gene “14-3-3-like protein

GF14-6” nao foi validado em nenhuma réplica bioldgica.

Analisando individualmente os resultados de validacdo do presente trabalho,
foi possivel observar para o FDE_2 regulacao positiva a 1% de probabilidade para
IACSP95-5000 72 hai na réplica biolégica 2 (Tabela 13), sugerindo uma reproducéo
do observado em cDNA-AFLP por Medeiros et al. (2014). No FDE_1 foi observado a
regulacdo negativa 24 hai na réplica biolégica 3 e regulacdo positiva 72 hai na
réplica biolégica 1 para ambos os cultivares (Tabela 13). Por possuir alinhamento
com transcrito de motivos pfam zf-CW e MBD, sua expressao pode estar relacionada
a polimorfismos MSAP observados para ambos os cultivares (HE et al.,2010; WANG
et al., 2015). A regulacédo positiva do FDE_1 72 hai em IACSP95-5000 pode refletir o
aumento na frequéncia dos polimorfismos de hipometilagcdo +-/++, 0s quais
aumentaram de 11 para 32 loci. Enquanto no cultivar IAC91-1099 s&o os
polimorfismos de hipometilagdo --/-+ que parecem ser resultantes desse aumento na

expressao do FDE_1, uma vez que aumentaram de 6 para 21 loci (Tabela 3).

Tendo em vista as vias de defesa das espécies vegetais a virus mencionadas
por Nicaise (2014), o FDE 5000_34, regulado negativamente de acordo com o
marcador molecular cDNA-AFLP, sugere uma forma de resisténcia recessiva ao
SCMV, ainda que proteinas SYTA nao tenham sido mencionadas na revisdo em
questdo. A resisténcia de heranca dominante, relacionada a genes R, é representada

pelo fragmento MSAP 5000 17 que provavelmente envolveu uma insercdo de
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retrotransposon em um gene R, havendo possiveis implicacdes da metilacdo de
DNA na regulagédo de sua transcricdo (DELERIS; HALTER; NAVARRO, 2016). Por
fim, a sinalizacdo por fitormoénios € sugerida por elementos reguladores presentes
nas regibes promotoras, que foram identificadas a partir de alinhamentos com os
fragmentos MSAP 5000 10, 5000 18, 1099 01 e 1099 02, assim como com O
fragmento cDNA-AFLP 5000_21.

6. CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho indicam modificacbes no padrdo de
metilacdo de DNA em resposta ao SCMV, sendo estas especificas aos cultivares em
estudo. Mesmo representando uma pequena propor¢cdo dos loci MSAP totais
investigados, os alinhamentos dos polimorfismos sugerem funcdes relevantes como
resposta a estresses e atividade de elementos transponiveis, com possivel atuacao
de elementos reguladores também responsivos a estresses, assim como a
fitormbnios e mecanismos epigenéticos. Os alinhamentos dos FDEs demonstram
alteracdes no transcriptoma envolvendo vias de fotossintese, qualidade protéica,
respostas a estresse, atividade de elementos transponiveis além de conexfes com
vias epigenéticas. Os resultados de validacdo por gRT-PCR apontaram para uma
complexidade na expressdo dos FDEs investigados devido a variacdo entre as
réplicas biolégicas. No entanto, as analises REST e perfil de expressdo permitiram
tracar paralelos com a resposta contrastante dos cultivares em estudo ao SCMV,
possivelmente compreendendo as diferencas no padrao de metilacdo de DNA e no

desenvolvimento de sintomas.
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