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CARACTERIZACAO DA DIVERSIDADE EPIGENETICA DE CANA-DE-ACUCAR
VIA MSAP (Methylation sensitive amplification polymorphism)

RESUMO - A busca por fontes de energia renovaveis desperta o interesse em
uma das principais culturas exploradas no Brasil, a cana-de-acUcar. As
cultivares modernas derivaram de cruzamentos interespecificos principalmente
entre Saccharum officinarum e S. spontaneum nos quais poucos acessos
destas espécies foram utilizados, proporcionando uma base genética estreita.
Porém, existe uma vasta variabilidade genética e epigenética dentre os
acessos que compdem o “complexo Saccharum” que ainda nao foi explorada
nos programas de melhoramento. A metilagdo do DNA, uma das principais
modificacdes epigenéticas ocorrentes em plantas, pode ser quantificada pela
técnica de MSAP (Methylation sensitive amplification polymorphism). Neste
contexto, este trabalho teve como objetivo estimar a diversidade epigenética
das espécies S. officinarum, S. spontaneum, S. robustum, S. barberi, Erianthus
sp. e cultivares comerciais via marcadores MSAP. Para isso, duas amostras de
cada acesso foram digeridas com as enzimas de restricdo EcoRI-Mspl e
EcoRI-Hpall, ligadas aos respectivos adaptadores e submetidas as
amplificacbes pré-seletivas e seletivas. Os padrdes de metilacdo foram
estimados, classificando os marcadores quanto ao numero de loci suscetiveis
(MSL) e nao suscetiveis a metilacdo (NML). As relacdes de dissimilaridade
entre 0s acessos assim como a distribuicdo da variabilidade epigenética dentre
e entre os grupos das espécies foram analisadas. No total, foram obtidos 1341
loci, sendo que a diversidade foi significativamente maior nos MSL, resultando
em uma maior variabilidade no epigenoma. A maioria dos polimorfismos
identificados nos seis grupos analisados derivaram da metilacdo da citosina
externa. A frequéncia de loci metilados variou significativamente entre os
grupos de acordo com a combinacéo seletiva de primers utilizada. Os acessos
foram divididos em duas subpopulacdes, com maior variabilidade epigenética
dentro dos grupos investigados. Os marcadores MSAP avaliados indicaram
uma diferenca epigenética moderada entre as espécies. Os resultados obtidos
sinalizaram que existem diferencas nos padrbes de metilacdo entre as
espécies que constituem o germoplasma basico da cana-de-acUcar e as
cultivares comerciais, podendo esta modificacdo epigenética ser explorada nos
programas de melhoramento da cultura.

Palavras-chave: cana-de-aglcar, metilacdo de DNA, MSAP, epigenética



CHARACTERIZATION OF EPIGENETIC DIVERSITY OF SUGARCANE BY USING

MSAP (Methylation sensitive amplification polymorphism)

ABSTRACT - The search for renewable energy sources has promoted the
interest in one of the main crops explored in Brazil, the sugarcane. Modern
sugarcane cultivars derived from interspecific crosses, mainly between
Saccharum officinarum and S. spontaneum in which few assessions of these
species were involved leading to a narrow genetic base. However, there is a
huge genetic and epigenetic variability among the accessions of the
“Saccharum complex” that has not yet been explored in the breeding programs.
The DNA methylation, one of the main epigenetic modifications that occur in
plants, can be quantified by using the MSAP (Methylation sensitive amplification
polymorphism) technique. In this context, this study aimed to estimate the
epigenetic diversity of S. officinarum, S. spontaneum, S. robustum, S. barberi,
Erianthus sp. species and commercial cultivars by using MSAP derived
markers. Two DNA samples of each accession were separetly digested with the
restriction enzymes EcoRI-Mspl and EcoRI-Hpall, ligated to adapters followed
by pre-selective and selective amplification. The methylation patterns were
estimated by classifying the markers based on the number of Methylation-
Susceptible Loci (MSL) and Non-Methylated Loci (NML). The dissimilarity
relations and variability distribution within and between the accessions was
evaluated. A total of 1341 loci were obtained and the diversity was significantly
higher in MSL, resulting in a higher variability in the epigenome. Most of the
polymorphisms observed in the group of accessions was due to external
cytosine methylation.The frequency of methylated loci significantly varied
among the groups according to the selective primer combination. The
accessions were divided in two subpopulations, with a higher epigenetic
variability within the investigated groups. Moderate epigenetic difference among
the species was observed. Our results signals differences in methylation
patterns among the species that constitute the sugarcane basic germplasm and
commercial cultivars, being that this epigenetic modification can be exploited by
the sugarcane breeding programs.

Keywords: sugarcane, DNA methylation, MSAP, epigenetic



1. INTRODUCAO

A cana-de-acUcar (Saccharum spp.) € uma das espécies cultivadas com maior
importdncia nos paises tropicais e subtropicais, devido a sua mdultipla utilidade e
elevado potencial produtivo de acucar, etanol e biomassa (HITCHCOCK, 1923;
BONNETI et al.,, 2004). O Brasil € o maior produtor da cultura, com rendimento
estimado para a safra 2016/17 de 694,5 milhGes toneladas, 4,4% maior que a safra
anterior (CONAB, 2017).

Dentre os objetivos dos programas de melhoramento de cana-de-acucar, 0
desenvolvimento de cultivares com elevado potencial energético vem sendo cada vez
mais explorado (LANDELL; BRESSIANI, 2010). A introgressdo de genes através de
hibridacdes interespecificas entre géneros e espécies distintas provenientes do
‘complexo Saccharum” € uma alternativa para elevar teores de fibras de novas
cultivares para o desenvolvimento da chamada “cana-energia”. Cruzamentos entre
cultivares comerciais e acessos de Saccharum spontaneum, S. robustum e do género
Erianthus, que sdo ricos em biomassa e apresentam elevada capacidade de
perfilhamento e vigor, € uma alternativa para o melhoramento da cultura visando a
producéo de energia (CAIl et al., 2005; MING et al., 2006; AITKEN; MCNEIL, 2010).
Dentro do género Saccharum, individuos da espécie S. spontaneum vém se
destacando como genitores em programas de melhoramento para o desenvolvimento
de cana-energia, devido a sua elevada plasticidade fenotipica e adaptacdo em
diferentes ambientes (VALLADARES et al.,, 2007; MATSUOKA et al., 2014; DA
SILVA, 2017). Os organismos poliploides podem apresentar diferentes niveis de
plasticidade fenotipica devido a redundancia genémica dos mesmos e interacdes
genéticas e epigenéticas, permitindo o0 estabelecimento de novos genétipos
adaptados a ambientes distintos (PIGLIUCCI; MURREN; SCHLICHTING, 2006;
HAHN; KLEUNEN; SCHARER, 2012; DUNCAN; GLUCKMAN; DEARDEN, 2014;
SONG; CHEN, 2015).

A diversidade genética e epigenética, segundo Schulz, Eckstein e Durka
(2014), estdo diretamente interligadas e sdo capazes de gerar fendtipos com

diferentes niveis de adaptagdo a ambientes distintos. A caracterizacdo de espécies ao



nivel genético e epigenético € de extrema importancia, uma vez que permite estimar a
contribuicAo de ambos 0s processos para originar um fendtipo. Estas alteracfes
devem ser consideradas na selecdo de acessos pertencentes ao “complexo
Saccharum” para introgressdo no melhoramento da cana-de-aclUcar visando a
producdo de biomassa, uma vez que estudos com outras espécies, como Arabidopis,
compravaram que as mesmas estdo diretamente interligadas a esta caracteristica,
promovendo um aumento de cerca de 40% de massa seca em relacao as populacdes
padrdo (D’ALESSIO; SZYF, 2006; JONES; SUNG, 2014; GUARINO et al., 2015).

A metilacdo do DNA, um dos principais processos responsaveis pelas
alteracbes epigenéticas, atua na modulacdo e controle da expressdo génica nos
organismos sem alterar o codigo genético, sendo esta condi¢cdo herdavel (SCHULZ;
ECKSTEIN; DURKA, 2013). Dentre as técnicas disponiveis para o0 estudo da
metilacdo do DNA (KURDYUKOV; BULLOCK, 2016), a técnica de MSAP (Methylation
sensitive amplification polymorphism) permite a caracterizacdo epigenética de
individuos mesmo na auséncia de um genoma de referéncia previamente
sequenciado (ALONSO et al., 2016) de forma rapida e com baixo custo através da
utilizacdo de enzimas de restricdo, tal como os isosquisomeros Hpall e Mspl que
reconhecem e clivam de forma diferenciada a citosina metilada no DNA. A técnica de
MSAP proporciona um elevado namero de marcas, sendo eficiente na determinacao
da diversidade epigenética entre e dentro de diferentes espécies (LIMA et al., 2002).

Nesse sentido, estudos de caracterizacdo de germoplasma tanto ao nivel
fenotipico como molecular sdo fundamentais para o gerenciamento dos bancos de
germoplasma e sua utilizagcdo pelos programas de melhoramento genético. A
caracterizacdo de acessos de germoplasma basico e comercial de cana-de-acucar
tem sido bem explorada via marcadores moleculares cujas técnicas empregadas
revelam polimorfismos nas sequéncias do DNA (BROWN et al. 2007, CHANG et al.
2012, NAYAK et al. 2014). Entretanto, a investigacdo da variabilidade genética de
germoplasma de cana-de-acucar com foco nas regides metiladas do genoma, bem
como a sua magnitude entre as principais espécies que compde o género Saccharum,
e que sado de interesse para o melhoramento da cana-de-acuUcar, ainda nao foi

realizada.



Este estudo teve como objetivo investigar a diversidade genética ao nivel de
epigenoma das espécies de Saccharum officinarum, S. spontaneum, S.robustum, S.
barberi, Erianthus sp. e cultivares comerciais via marcadores MSAP, estimando os

niveis e padrées de metilacdo dentro e entre as espécies mencionadas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Cana-de-agUcar: caracteristicas gerais da cultura e importancia econdmica

A cana-de-acucar é uma planta monocotiledénea, perene e albgama, que
apresenta de 2,8 a 17,6% de taxa de autofecundacdo (BARBOSA et al., 2005;
CAIEIRO et al., 2010). Comercialmente a cultura é multiplicada por propagacao
vegetativa, utilizando toletes (colmos) ou mudas pré-brotadas.

Representante da familia Poaceae, tribo Andropogoneae e género Saccharum
(que em latim significa “agucar”), a cana-de-agucar foi descrita primeiramente por
Linnaeus em 1753 (HITCHCOCK, 1923; DANIELS; ROACH, 1987).

Com metabolismo C4, a cana-de-acucar apresenta alta taxa fotossintética e
elevada capacidade de fixacdo de CO,, sendo bastante eficiente no uso da agua, com
crescimento expressivo e auséncia de fotorrespiracdo. A cultura apresenta boa
adaptacdo em ambientes com condi¢cbes adversas, tais como variacdes bruscas de
temperatura, elevada intensidade luminosa e escassez de agua (CASAGRANDE;
VASCONCELOS, 2008; MANHAES et al., 2015).

A planta se desenvolve formando perfilhos, o que diferencia 0 manejo de
producdo de cada cultivar, uma vez que isto afeta 0 nimero de gemas que seréo
utilizadas por metro no plantio e a capacidade de rebrota da mesma. Este
perfilhamento é afetado por caracteristicas ambientais, como luz, temperatura,
umidade do solo e nutricdo (SCARPARI; BEAUCLAIR, 2008).

Cada cultivar apresenta caracteristicas morfolégicas particulares, como formato
de colmo, nés e folhas. Segundo Scarpari e Beauclair (2008), os colmos sao
compostos por nés e entrends, apresentando diferentes formatos, cores e aparéncias
gue auxiliam na identificacdo e descricdo dos gendtipos. O colmo contém cerca de
13% de acucar, 12% de fibras, 75% de 4gua e uma pequena quantidade de cinzas.
Para a industria acucareira esta é considerada a parte mais importante da planta e,
assim como o perfilhamento, seu crescimento € afetado por fatores ambientais
(HENRY, 2010).



As folhas da cana-de-acgucar sdo alternadas e opostas, sendo presas aos nos
dos colmos. Compostas por lamina (parte superior) e bainha (parte inferior), as folhas
contém silica em suas bordas e bainha aberta, podendo apresentar tricomas,
dependendo da cultivar, que recebem o nome de jocal (CHEAVEGATTI-GIANOTTO
et al., 2011).

A inflorescéncia da planta é ramificada, conoidal, tipo panicula ou flecha, com
flores hermafroditas com um 6vulo. O florescimento da cana-de-acUcar é indesejavel
em areas de cultivo comercial, pois este processo demanda muita energia da planta,
reduzindo o teor de sacarose, crescimento vegetativo e a qualidade da matéria-prima
da mesma. Porém, para os programas de melhoramento, o florescimento é um
processo fisiologico essencial, uma vez que a variabilidade €é ampliada via
cruzamento (SCARPARI; BEAUCLAIR, 2008; CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al.,
2011; DE MORAIS et al., 2015).

O sistema radicular € composto por raizes superficiais, de sustentacao e raizes
de cordao, sendo a ultima raramente encontrada, e tem como principais funcdes dar
sustentacdo a planta, absorver agua e nutrientes. A cana planta ou cana de primeiro
corte tem menor quantidade de raizes, porém essas sao mais eficientes na absorcéo
de agua e nutrientes. Ja a cana soca (a partir do segundo corte) apresenta mais
raizes, porém essas sdo muito lignificadas, dificultando a absorcdo. Além disso,
ocorrem diferencas entre espécies, sendo que algumas apresentam menos raizes,
como é o caso de Saccharum officinarum (SCARPARI; BEAUCLAIR, 2008).

Devido ao alto nivel de poliploidia, esta € uma cultura com elevada
complexidade genémica. Todas as espécies do género Saccharum sao poliploides,
possibilitando varias combinacbes alélicas em um mesmo locus durante a
fecundacdo, obtendo assim diversos fendtipos a partir do cruzamento de genitores
contrastantes. Porém, o nivel de ploidia e o tamanho do genoma variam de acordo
com a cultivar e a espécie em questdo (SHAH et al., 2009; HENRY, 2010; LEMOS;
STRADIOTTO, 2012).

A cana-de-aclcar foi introduzida no Brasil em 1532, a partir de mudas
provenientes da llha da Madeira, Portugal. Apesar das dificuldades de implantacdo da

cultura no pais, em menos de cinco décadas o Brasil se tornou o maior produtor



mundial de acucar, devido as caracteristicas climéaticas favoraveis e solos férteis
(FIGUEIREDO, 2008).

Atualmente o Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-agucar, seguido
pela india e China. A area colhida na safra 2016/17 foi de 9,1 milhdes de hectares
distribuidos entre todos os estados produtores, 5,3% maior que a safra 2015/16, e a
produtividade de 76.232 kg/ha. Sdo Paulo, Goias e Minas Gerais sdo 0s principais
estados produtores de cana, somando 76,5% da producao nacional (CONAB, 2017).
Cerca de 70% da producdo mundial de acucar provém da moagem da cana-de-
acucar, segundo Shah et al. (2009), sendo o Brasil responsavel por 40% dessa
producdo. Através do esmagamento da cana sdo obtidos agucar e etanol, segundo a
EPE (2016), tendo como produtos primarios o caldo da cana, melaco, bagaco, pontas,

folhas e olhaduras, e como secundarios o etanol anidro e hidratado.

2.2. Origem da cana-de-acgucar e 0 “complexo Saccharum”

O centro de origem da cana é incerto, ocorrendo divergéncias entre varios
autores. O sudeste asiatico € tido como regido nativa da cana-de-acucar devido as
diversas evidéncias presentes nas ilhas do Arquipélago da Polinésia, Nova Guiné e
india (FIGUEIREDO, 2008). Segundo Daniels, Smith e Paton (1975), Mukerjee em
1957 relatou que Saccharum officinarum é conhecida a 6000 anos a.C. em Assam e
Bengala, sendo a capital da ultima chamada anteriormente de “Gur”, que significa
“cidade do agucar” (FIGUEIREDO, 2008).

Os centros de diversidade variam de acordo com as espécies de cana-de-
acucar, sendo os de S. officinarum e S. robustum na Nova Guiné, S. sinense na
China, de S. spontaneum e S. barberi no norte da india (DANIELS; ROACH, 1987).

Segundo Cheavegatti-Gianotto et al., (2011), a diversidade das -cultivares
atuais de cana-de-aclcar ocorrem devido a interacdo de um grupo de diferentes
géneros que apresentam relacdes filogenéticas muito préximas, permitindo que

ocorram hibridagfes entre si. Composto pelos géneros Saccharum, Erianthus Michx.,



Sclerostachya Anderss. Ex Hackel, Narenga Bor e Miscanthus Anderss, este grupo
recebe o nome de “complexo Saccharum”.

Todas as espécies deste complexo tém altos niveis de ploidia e sao
intercruzaveis, sendo o0s acessos destas utilizados nos programas de melhoramento
para ampliar a variabilidade genética e para a introgressao de genes que conferem
caracteristicas agrondmicas de interesse, tais como resisténcia a estresses abibticos
e bidticos, fontes de fibra e sacarose (AMARAL; SANTOS; BARBOSA, 2015).
Segundo Aitken e McNeil (2010), acessos de Erianthus vém sendo usados em
programas de melhoramento como fonte de ampliagdo da base genética e os de
Miscanthus para o desenvolvimento de culturas bioenergéticas, como 0 sorgo e a
cana.

O género Saccharum é dividido em seis espécies, sendo duas selvagens
(Saccharum spontaneum L., e S. robustum Brandes e Jeswiet ex Grassl) e quatro
cultivadas (S. officinarum L., S. sinense Roxb, S. barbieri Jesw e S. edule Hassk)
(AITKEN; MCNEIL, 2010).

Saccharum spontaneum é a espécie com maior distribuicdo geografica do
género e é extremamente polimérfica, podendo ser cultivada em diferentes regides do
mundo. Considerada uma das espécies com maior contribuicdo genética as novas
cultivares de cana-de-acucar, S. spontaneum apresenta individuos poliploides com
namero cromossdmico (2n) que varia de 40 a 128 e citotipos com namero basico de 8
cromossomos, podendo ter desde individuos pentaploides até hexadecapléides
(AITKEN; MCNEIL, 2010; CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al., 2011).

Segundo Panje e Babu (1960), esta espécie tem a capacidade de se adaptar
em ambientes com condicfes extremas, sendo encontrada em regides com diferentes
altitudes, em climas tropicais e temperados, e latitudes variando de 8° sul a 40° norte,
abrangendo desde ilhas ao Sul do Pacifico até os paises do Mediterraneo.

A planta de S. spontaneum se desenvolve em touceiras, com colmos curtos e
finos (didmetro maximo de 1,5 cm) ou ausentes, em habito ereto, atingindo, em
média, 2,0 a 3,5 metros, com inflorescéncia e folhas estreitas. A espécie apresenta
perfilhamento intenso, rizoma vigoroso e distribuicdo invasiva no solo. E
extremamente usada nos programas de melhoramento devido as suas caracteristicas

rasticas, como alto teor de fibras, baixo teor de sacarose, alto vigor e resisténcia a



pragas e doencas (ROACH, 1989; AUSTRALIAN GOVERNMENT, 2008; AITKEN;
MCNEIL, 2010).

Saccharum robustum, assim como S. spontaneum, é uma espécie selvagem,
porém apresenta variabilidade intermediaria entre os acessos, contribuindo em menor
escala no desenvolvimento de novas cultivares. Os genétipos desta espécie, diferente
da anterior, apresentam dois nimeros cromossdmicos (2n), 60 e 80, sendo o niumero
basico de cromossomos igual a 10 (GARCIA et al., 2013). Morfologicamente esta
espécie tem colmos grossos e longos, com diametro entre 2,0 e 4,4 cm e até 10
metros de altura, baixo indice de acucar e alto conteudo de fibras, ndo apresentando
rizoma, porém com um bom desenvolvimento em ambientes tropicais Umidos.
Considerada suscetivel ao virus do mosaico, esta espécie participou da genealogia de
poucas cultivares atuais (GRIVET; DANIELS; D’HONT, 2004; CHEAVEGATTI-
GIANOTTO et al., 2011).

Considerada uma “cana nobre”, acredita-se que Saccharum officinarum seja
proveniente de hibridacbes entre genodtipos de S. robustum, devido a maior
proximidade genética da mesma em relacdo a esta. Segundo Lu et al. (1994),
analises utilizando a técnica de RFLP comprovaram que a similaridade entre as duas
espécies € a mesma obtida entre dois clones de S. robustum.

Com numero cromossdémico (2n) igual a 80 e numero basico de 10, S.
officinarum, assim como S. spontaneum, participou na maioria dos cruzamentos das
cultivares atuais de cana-de-acUcar, devido as suas caracteristicas de interesse
agrondémico, como pureza de caldo, producdo de sacarose e teor de fibra adequado
para moagem (LU et al., 1994).

Esta espécie apresenta folhas largas, colmos grossos (aproximadamente 3,5
cm), alto nivel de sacarose e baixo conteudo de fibras, sistema radicular pouco
desenvolvido, apresentando bom crescimento em areas com alta fertilidade e
disponibilidade de agua. Porém, S. officinarum é extremamente suscetivel a doencas,
Como mosaico e gomose, sendo necessario o cruzamento desta com outras espécies
do género para a incorporacdo de resisténcia nas cultivares (DANIELS; ROACH,
1987; SCARPARI; BEAUCLAIR, 2008; CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al., 2011).

Saccharum sinense e Saccharum barberi sdo espécies extremamente

semelhantes morfologicamente devido ao fato de ambas serem provenientes de



cruzamentos entre S. officinarum e S. spontaneum. Através de experimentos de
hibridacdo de cromossomos in situ, D’Hont, Paulet e Glaszmann (2002) comprovaram
a hipétese desenvolvida por Brandes em 1956 de que S. officinarum tenha sido
transportada a Asia e sofrido hibridages naturais com S. spontaneum, resultando nas
duas espécies.

Os acessos de Saccharum sinense apresentam ndamero cromossémico (2n)
variando de 116 a 120, enquanto que S. barberi apresenta genétipos com nlimero
cromossomico (2n) entre 81 e 124 (NAIR et al., 1999; AITKEN; MCNEIL, 2010).
Porém, estas espécies ndao foram muito utilizadas no desenvolvimento das cultivares
modernas de cana-de-agUcar, pois a maioria dos genoétipos tém baixa taxa de
florescimento, impossibilitando o cruzamento com outros materiais (CHEAVEGATTI-
GIANOTTO et al., 2011).

Com colmos longos, atingindo até 5,0 metros, e finos (cerca de 2,0 cm de
diametro), essas espécies apresentam diversos perfilhos, baixo teor de sacarose e
alto conteudo de fibras, sendo bastante tolerantes a estresses bioticos e abioticos
(AITKEN; MCNEIL, 2010; CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al., 2011).

Dentre as seis espécies do género Saccharum que fazem parte do complexo,
Saccharum edule é a Unica espécie estéril, apresentando inflorescéncias abortivas.
Com origem controversa, acredita-se que a espécie tenha originado através do
cruzamento de gendtipos de S. officinarum, S. robustum e outro género do complexo,
como Miscanthus, ou através de mutacdes de genotipos de S. robustum (LU et al.,
1994; IRVINE, 1999). Com exemplares com numero cromossémico (2n) de 60, 70 e
80, esta espécie ndo é utilizada nos programas de melhoramento, uma vez que a
caracteristica abortiva da inflorescéncia impede a formacdo de hibridos (ALWALA,
KIMBENG, 2010).

2.3. Cana-energia e a plasticidade fenotipica

A busca por fontes de energia renovaveis e com baixo indice de poluicdo tem

aumentado o uso da biomassa da cana-de-agucar, uma alternativa viavel na
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diminuicdo do uso de combustiveis fosseis. A “cana-energia’ destaca-se devido ao
seu conteudo de fibras ser duas vezes maior do que o da cana convencional, gerando
mais etanol com a mesma quantidade de material (KIM; DAY, 2010). No Brasil
existem programas de melhoramento que visam a producdo de cana-energia em
empresas privadas e nos programas mais tradicionais, como o Centro de Tecnologia
Canavieira (CTC), Instituto Agrondmico de Campinas (IAC) e Rede Interuniversitaria
para o Desenvolvimento do Setor Sucroenergético (RIDESA).

Hibridos que apresentam Saccharum spontaneum como um dos genitores tém
maior teor de fibras, alto vigor, elevada quantidade de biomassa e baixo contetdo de
sacarose, caracteristicas essas, importantes para o desenvolvimento da cana-
energia. A presenca de alelos de S. spontaneum concedem caracteristicas desejaveis
as progénies destinadas a producdo de biomassa, tais como elevado namero de
brotagdes, habito de crescimento rizomatoso, resisténcia ao estresse de colheita e
manejo (MATSUOKA et al., 2014; DA SILVA, 2017).

Apesar de ja conhecidas as caracteristicas adquiridas no cruzamento entre
cultivares comerciais e outras espécies, como S. officinarum e S. spontaneum, grande
parte dos acessos pertencentes ao género Saccharum nao foram avaliados quanto ao
potencial de producdo de massa seca. Alem disso, existem outros géneros
pertencentes ao “complexo Saccharum” que apresentam potencial para serem usados
no melhoramento de cana-energia através da introgressdo de genes, porém, esses
ainda nao foram explorados (MATSUOKA et al., 2012).

Segundo Hoang et al. (2015), os individuos pertencentes ao género Saccharum
apresentam variacdes genéticas entre e dentro das espécies, assim como 0S acessos
dos géneros Miscanthus e Erianthus, podendo ser incorporados nos programas de
melhoramento de cana-de-acUcar. O cruzamento entre cultivares comerciais e
acessos de Saccharum spontaneum, S. robustum e do género Erianthus, que séo
ricos em biomassa e apresentam elevada capacidade de perfilhamento e vigor, € uma
alternativa para o melhoramento da cana-de-acucar visando a producdo de energia
(CAl et al., 2005; MING et al., 2006; AITKEN; MCNEIL, 2010).

Além das caracteristicas morfolégicas dos acessos de S. spontaneum, estes
vém se destacando no desenvolvimento de cultivares de cana-energia devido a sua

elevada plasticidade fenotipica e adaptacdo em diferentes ambientes (VALLADARES
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et al., 2007). De acordo com Pigliucci, Murren e Schlichting (2006), a plasticidade
fenotipica é a habilidade de um genétipo em produzir diferentes fenotipos em
ambientes distintos.

Espécies poliploides, segundo Hahn, Kleunen e Scharer (2012), apresentam
altos niveis de plasticidade fenotipica, sendo mais adaptadas e resistentes a fatores
abidticos. Mudancas na genética, fisiologia e adaptacdes dessas espécies ao longo
do processo evolutivo, podem aumentar e manter altos niveis de plasticidade
fenotipica. Em popula¢Bes naturais, como acessos exoticos, esta é uma caracteristica
altamente variavel.

Caracteres genéticos e epigéticos sdo alterados pela acdo da plasticidade
fenotipica, sendo estas modificacdes consideradas herdaveis, ou seja, um padrao
provavelmente transferido as progénies provenientes de parentais com estas
caracteristicas transformadas. A metilacio do DNA é uma variagcdo epigenética
intimamente ligada a esta heranca, sendo um processo em que a expressao génica é
controlada e modulada sem a alteracdo do coédigo genético, afetando a
hereditabilidade deste tipo de caracteristica (ZHANG et al., 2013).

2.4. Avaliacdo da diversidade de acessos exo6ticos via marcadores moleculares

Segundo Ferreira e Grattapaglia (1998), todo fenotipo molecular proveniente de
um gene expresso ou de fragmento especifico de DNA é considerado um marcador
molecular. O uso de marcadores moleculares permite estabelecer caracteristicas
genéticas basicas, tornando possivel a avaliacdo da diversidade entre e dentro de
espécies de forma rapida em qualquer estadgio de desenvolvimento da planta,
aumentando a eficiéncia na selecdo de caracteres de interesse sem que ocorra
influéncia ambiental (ZHANG et al., 2004; SINGH et al., 2010).

Nos programas de melhoramento classico de cana-de-acUcar os genotipos
superiores sdo selecionados por analises fenotipicas. Porém, neste modelo de

selecdo, as plantas sdo avaliadas em estagio de desenvolvimento avancado e 0s
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caracteres séo diretamente influenciados pelo ambiente, dificultando as avaliagbes e
demandando muito tempo (CRESTE et al., 2008).

Atualmente, o sucesso dos programas de melhoramento das grandes culturas
esta diretamente relacionado com o uso de marcadores moleculares, uma vez que
estes permitem a identificacdo de gendtipos superiores resistentes a fatores abioticos,
caracterizacdo de acessos e cultivares comerciais para a realizacdo de futuros
cruzamentos, aferindo semelhanca, diversidade e dissimilaridade entre estes,
juntamente com as andlises fenotipicas (LANZA; GUIMARAES; SCHUSTER, 2000).
Segundo Lima et al. (2002), o sucesso dos programas de melhoramento de cana-de-
acucar estd associado com o conhecimento da diversidade genética dos materiais
gue serdo utilizados nos cruzamentos.

Dentre as aplicacdes dos marcadores moleculares na cultura, destaca-se o
acesso da diversidade genética das espécies pertencentes ao “complexo
Saccharum”. A introgressdo de genes das espécies selvagens deste complexo as
cultivares modernas é uma das alternativas para ampliar a base genética da cultura,
considerada estreita devido ao intenso uso de gendtipos oriundos do cruzamento
entre S. officinarum e S. spontaneum nos programas de melhoramento classico
(SELVI et al., 2006; AITKEN; MCNEIL, 2010).

Saccharum spontaneum apresenta individuos geneticamente distintos, devido
a elevada ploidia e a variacdo de citotipos, sendo a espécie com maior variabilidade
genética do género. O uso de marcadores moleculares permite a selecdo de
gendtipos mais adequados, identificando alelos que controlam caracteres
agrondémicos de interesse para os programas de melhoramento de cana-de-acucar.
Esta espécie tem grande importancia no desenvolvimento de cana-energia, sendo
correntemente utilizada como parental devido a alta producdo de biomassa e
plasticidade fenotipica. Além disso, o0 uso de marcadores moleculares permite a
selecdo de genes especificos para introgressdo, reduzindo a insercdo de genes
deletérios durante os cruzamentos (DA SILVA, 2017).

Da Silva, Veremis e Solis-Gracia (2007) analisaram a variabilidade genética
presente em diferentes acessos de S. spontaneum a partir de marcadores TRAP,
selecionando individuos com maior quantidade de genes capazes de metabolizar a

producdo de acgUcar. Acredita-se que muitos desses alelos ainda ndo tenham sido
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explorados nos programas de melhoramento, sendo uma alternativa para ampliar a
base genética da cultura e aumentar a producdo de sacarose.

Liu et al. (2016), utilizando marcadores microssatélites na caracterizacdo de
clones de S. spontaneum, avaliaram a relagéo entre a diversidade genética e a ploidia
dos mesmos. Os autores constataram que os individuos octapldides e decaploides
apresentaram diversidade genética superior em relacdo aos demais citotipos, devido
a maior troca de genes com os parentais.

Utilizando marcadores microssatélites de cloroplastos para analisarem a
variacdo genética em diferentes espécies pertencentes ao “complexo Saccharum”,
Raj et al. (2016) identificaram S. spontaneum como a espécie mais divergente
geneticamente do género. Provavelmente, segundo o0s autores, esta espécie
apresenta origem citoplasmatica distinta em relacao as demais do género Saccharum,
podendo ser utilizada para diversificar a base citoplasmatica das cultivares.

Além disso, fatores ambientais também podem contribuir na variabilidade dos
gendtipos. Fan et al. (2013), utilizando marcadores microssatélites, observaram que
acessos de S. spontaneum provenientes de diferentes regides da China séo
geneticamente distintos. Condi¢cdes geograficas e ecologicas afetaram o desempenho
dos mesmos, sendo a regido sudoeste do pais considerada a com maior diversidade
da espécie.

Segundo Aitken e McNeil (2010), as cultivares de cana-de-acUcar apresentam
uma alta variabilidade genética devido a elevada ploidia e a heterozigose. O uso de
marcadores moleculares eficientes permite a caracterizacdo de acessos exoticos da
cultura, selecionando parentais mais apropriados para 0s cruzamentos, evitando a
hibridacdo de individuos geneticamente semelhantes. A partir destes cruzamentos
sdo geradas progénies com caracteres mais rusticos, como resisténcia a estresses
ambientais, doencas, elevada producéo de biomassa, alto vigor, entre outros.

A cana-de-acUcar apresenta um genoma complexo e extenso, exigindo o0 uso
de um marcador que consiga abranger toda a amplitude do mesmo. O marcador
AFLP gera um numero elevado de bandas, sendo eficiente na determinacdo da
diversidade genética entre e dentro das espécies de cana-de-acucar (SELVI et al.,
2006; AITKEN; MCNEIL, 2010). Segundo Lima et al. (2002), a técnica de AFLP
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proporciona um elevado numero de marcas, estabelecendo satisfatoriamente a

relacdo genética entre diferentes clones de cana-de-agucar.

2.5. Epigenética e metilacdo em plantas

As variacOes fenotipicas das espécies ocorrem devido a alteragbes genéticas e
epigenéticas (JONES; SUNG, 2014). Segundo Tang e Ho (2007), a epigenética é
definida como uma modificacdo herdavel e reversivel que afeta a expressédo génica
sem que ocorram alteracdes na sequéncia de DNA, gerando um novo fenotipo.

As alteracOes epigenéticas ocorrem a partir de diferentes processos, como a
acao de RNA né&o codificadores, modificacdo de histonas e a metilacdo de DNA
(BOSSDOREF et al., 2010). Essas modifica¢cdes podem impedir o0 acesso de fatores de
transcricdo, limitar o acesso de proteinas e inativar as configuragcdes da cromatina,
reprimindo ou induzindo a expressao génica (GRANT-DOWNTON; DICKINSON,
2005; D’ALESSIO; SZYF, 2006). Além disso, segundo Bednarek, Orlowska e
Niedziela (2017), os padrdes epigenéticos podem ser influenciados por estresses
abioticos, como salinidade, frio e presenca de metais pesados no solo, mostrando-se
como um mecanismo de imunidade dos organismos.

O processo de metilacdo de DNA é desencadeado apds a replicacdo do
mesmo pela transferéncia de um grupo metil, proveniente de S-adenosil-metionina, ao
carbono 5’ da citosina situada prévia e contiguamente a uma guanina (dinucleotideo
CpG), por acdo da DNA metiltransferase, alterando a conformacdo da cromatina
(D’ALESSIO; SZYF, 2006). Segundo Bednarek, Orlowska e Niedziela (2017), em
plantas a metilacdo da citosina ir4 ocorrer em sequéncias contendo a combinacéo de
CG, CHG e CHH, onde H representa adenina, citosina ou timina. A combinacdo CG
estd envolvida na regulacdo de expressdo génica e as demais na regulacdo de
atividade de transposons pela remodelacdo da cromatina.

De acordo com Kalisz e Purugganan (2004), os epialelos diferem pelo nimero
de nucleotideos metilados em um gene especifico, sendo que diferentes locais de

metilacdo podem gerar genotipos distintos. A epimutabilidade natural ocorre pelo
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ganho ou perda de metilacdo no DNA, normalmente em elementos transponiveis ou
em sequéncias repetitivas localizadas proximas ou juntamente ao gene afetado
(WEIGEL; COLOT, 2012).

Luo et al., (1996) reportaram a primeira alteracdo epialélica natural em Linaria
vulgaris, uma planta ornamental em que as flores, normalmente com simetria bilateral,
apresentavam simetria radial. Isolando o gene homologo a cycloidea (cyc), um dos
responsaveis pela simetria floral, perceberam que este permanecia intacto. Porém, ao
analisarem o mesmo utilizando enzimas de restricdo sensiveis a metilagdo do DNA,
identificaram um aumento na metilacdo dos loci de cyc. A expressao de cyc foi
reduzida com o aumento da metilagdo do DNA, gerando um novo fenotipo.

Plantas poliploides apresentam um genoma plastico, com mecanismos
capazes de regular o desenvolvimento das mesmas e mediar mudancas deletérias.
Essa capacidade esta diretamente relacionada com a resposta das plantas as
mudancas epigenéticas, promovendo adaptacdes a estimulos e estresses ambientais.
A redundancia gendémica e as interacdes genéticas das espécies poliploides induzem
mudancas genéticas e epigenéticas, permitindo o estabelecimento de novos fenotipos
e adaptacao em diferentes ambientes (SONG; CHEN, 2015).

Segundo Bossdorf et al. (2010), as alteracGes epigenéticas, independente da
variacdo genética, podem gerar maior variabilidade fenotipica em plantas poliploides,
devido a capacidade de regulacdo da expressdo génica e silenciamento de genes
duplicados, e alterar a plasticidade fenotipica. Keyte et al. (2006), avaliando a
metilacdo de DNA em acessos de algodao (Gossypium hirsutum) observaram que 0s
niveis de variacao epigenética foram superiores aos de variagdo genética. Além disso,
de acordo com Suo, Dong e Kang (2015), os processos de hibridizacdo e
poliploidizacdo promovem alteracdes nas taxas de metilacdo do DNA, atuando como
um mecanismo de regulacéo das plantas.

As mudancas epigenéticas em plantas sdo padrbes herdaveis, sendo
transmitidas através das geracdes as progénies, produzindo novos fenétipos (LI et al.,
2008). Essas alteracfes estdo diretamente relacionadas com a evolucéo das plantas,
uma vez que os diferentes fenétipos gerados irdo apresentar niveis distintos de
adaptacdo ao ambiente (HERRERA; BAZAGA, 2010). A caracterizagdo dos acessos
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exoticos das espécies quanto ao padrédo de metilagdo de DNA é uma das formas de

estimar a contribuicdo da variacéo epigenética a evolugdo genémica.

2.6. Técnica de MSAP

A metilacdo de DNA, um dos processos responsaveis por alteracdes
epigenéticas em diferentes organismos, é capaz de modular e controlar a expresséo
génica nestes (SCHULZ; ECKSTEIN; DURKA, 2013). Existem diferentes métodos
para a caracterizacdo de genoma ao nivel de metilacdo de organismos modelo, como
as técnicas de microarranjo (BOCK, 2012) e sequenciamento de nova geracdo de
DNA convertido com bissulfito (FUJIMOTO et al.,, 2012). Porém, estes meétodos
apresentam custo elevado, inviabilizando o estudo ao nivel populacional e de
genomas mais complexos.

A técnica de MSAP (Methylation sensitive amplification polymorphism) € uma
modificacdo da técnica de AFLP (Amplified fragment length polymorphism) (VOS et
al., 1995), que permite a caracterizacao epigenética dos organismos através do uso
das isoenzimas Hpall e Mspl. Estas enzimas diferem quanto a sensibilidade a
metilacéo, clivando regides distintas do genoma e permitindo a comparacao de sitios
metilados (SCHULZ; ECKSTEIN; DURKA, 2013).

A técnica consiste no uso da enzima de corte raro EcoRI juntamente com
enzimas de restricdo sensiveis a metilagdo (Hpall e Mspl) que sdo capazes de
reconhecer e clivar o tetranucleotideo 5°CCGG em locais distintos. Ambas as enzimas
irdo cortar a sequéncia quando nenhuma citosina estiver metilada, porém Hpall ira
cortar sequéncias semi-metiladas na citosina externa, enquanto Mspl cortara
sequéncias em que as citosinas internas estiverem semi ou completamente metiladas.
Em sequéncias com metilagdo completa da citosina externa, com metilacdo parcial e
completa de ambas as citosinas (internas e externas) e em que ocorra mutacao,
nenhuma das enzimas ird realizar o corte. Os fragmentos gerados a partir dos cortes

realizados pelas enzimas sdo agrupados de acordo com a classe em que 0sS seus


https://en.wikipedia.org/wiki/Amplified_fragment_length_polymorphism
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sitios de restricdo se encaixam (Figura 1). Essas enzimas irdo reconhecer sequéncias
metiladas em combinagdes CG e CHG (SCHULZ; ECKSTEIN; DURKA, 2013).

Status de metilacdo Hpall Mspl Padrio de
metilacio
clcle|e ) + + I
clalclc Sem metilacio
Metilagéio completa da - + II
citosina interna
c ala Semi-metilagiio da citosina - + II
gla|c|c interna
clc|e Semi-metilacéio da citosina + - 1
Gle|c|c externa
cla Metilagéio completa da - - IV
Gg|c citosina externa
Metilagéio completa de ambas - - IV
citosinas
G|G Semi-metilagiio de ambas - - v
Gle|c|c citosinas
MUTACEO Padrio desconhecido - - v

Figura 1 — Sensibilidade das enzimas Hpall e Mspl aos diferentes tipos de metilacdo
do tetranucleotideo 5’ CCGG. Os padrdes de metilagcao representam: I) Nao metilado
- fragmentos presentes em ambos os perfis; II) Fragmentos presente no perfil
contendo EcoRI/ Mspl; 1ll) Fragmentos presente no perfil contendo EcoRI/ Hpall; 1V)
Auséncia de fragmentos em ambos os perfis. (‘+' — corte enzimatico, - — auséncia de
corte). Citosinas metiladas indicadas pela cor vermelha. Adaptado de Schulz, Eckstein
e Durka (2013).

Segundo Alonso et al. (2016), a técnica de MSAP pode ser aplicada a
organismos sem um genoma de referéncia previamente sequenciado e é
extremamente Util para acessar a metilacdo de citosina em loci desconhecidos
distribuidos aleatoriamente no genoma.

Schulz, Eckstein e Durka (2014), analisando populacdes de Viola elatior
provenientes de ambientes distintos e submetidas a diferentes niveis de
luminosidade, estimaram a diversidade genética e epigenética dos genotipos, através
das técnicas de AFLP e MSAP, respectivamente. Tanto dentre quanto entre as
populacdes de V. elatior os niveis de diversidade genética foram baixos, enquanto
gue os niveis de diversidade epigenética, em quase todas as populacdes, foram

superiores a primeira. Segundo o0s autores, a diversidade epigenética é mais
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proeminente do que a diversidade genética em ambientes distintos, sendo
relacionada com a adaptacdo de genotipos aos fatores abioticos.

Além disso, esta técnica tem sido utilizada para acessar a variabilidade da
metilacdo de DNA e a estrutura epigenética de acessos selvagens de diferentes
plantas, relacionar as condi¢des ambientais a caracteres fenotipicos e metilacdo de
loci (ALONSO et al., 2016). Li et al. (2008) utilizaram a técnica de MSAP para
identificar diferencas nos padroes de metilacdo de DNA entre e dentro de populagbes
distintas de Hordeum brevisubulatum, uma espécie de cevada perene selvagem,
sendo esta poliploide. Entre e dentro das populacdes foram identificados diferentes
padrées de metilacdo, estabelecendo esta técnica como uma ferramenta eficiente na
avaliacdo da estrutura epigenética de populacdes selvagens.

Modificacdbes nos padrbes de metilagdo de DNA estdo diretamente
relacionadas com a variagdo somaclonal em plantas. Francischini et al. (2017)
exploraram a ocorréncia de mudancas nos padrbes de metilagcéo utilizando a técnica
de MSAP em plantulas de cana-de-agucar micropropagadas, comparando-as com as
plantas matrizes. A maioria dos polimorfismos identificados entre as plantas méae e as
plantulas micropropagadas derivaram do uso de enzimas EcoRI/Mspl, sugerindo
alteracoes devido ao ganho ou perda de metilacao nas citosinas internas. Esta técnica
se mostrou vantajosa para acessar a fidelidade de plantulas micropropagadas em

relacéo as plantas matrizes de cana-de-acgucar.
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Os acessos estudados foram provenientes do Banco de Germoplasma do

Programa de Melhoramento Genético de Cana-de-Acucar do Instituto Agronémico de

Campinas (IAC), Centro de Cana, em Ribeirdo Preto, Sdo Paulo. A diversidade

genética foi explorada em um conjunto de 60 acessos, incluindo 10 cultivares

comerciais, 5 acessos de Saccharum robustum, 4 acessos de S. barberi, 24 acessos

de S. spontaneum, 12 acessos de S. officinarum e 5 acessos Erianthus sp. (Tabela

1).

Tabela 1 — Descricao dos 60 acessos investigados através da técnica de MSAP.

Acessos Espécie Origem Acessos Espécie Origem
IACSP91-1099 Saccharum sp. Brasil 1S76125 S. spontaneum Indonésia?
IACSP93-3046 Saccharum sp. Brasil 1S76173 S. spontaneum Indonésia?
IACSP95-5000 Saccharum sp. Brasil PIN84-001 S. spontaneum

IACSP94-4004 Saccharum sp. Brasil US4633 S. spontaneum Quénia?
IACSP96-3076 Saccharum sp. Brasil US78-519 S. spontaneum Paquistao?
RB855465 Saccharum sp. Brasil US78-523 S. spontaneum Paquistao?
RB867515 Saccharum sp. Brasil US78-518 S. spontaneum Paquistao?
RB855156 Saccharum sp. Brasil SES103 S. spontaneum india2
SP80-3280 Saccharum sp. Brasil UM69-015 S. spontaneum Malasia?
CTC4 Saccharum sp. Brasil THA83-171 S. spontaneum Tailandia?
US5714105 S. robustum Nova Guinét Taiwan spont. 072 S. spontaneum Taiwan?
1376293 S. robustum Taiwan spont. 064 S. spontaneum Taiwan?
IM76229 S. robustum GLAGAH S. spontaneum Java, Indonésia?
57NG2 S. robustum Nova Guiné? BADILA S. officinarum Nova Guiné3
IM 76-232 S. robustum Nova Guiné? MUNTOK JAVA S. officinarum Java, Indonésia3
MATNA SHAHJ S. barberi indiat SABURA S. officinarum

CHIN S. barberi indiat LOUISIANA STRIPED S. officinarum

GANDA CHENI S. barberi india* NG271124 S. officinarum Nova Guiné3
Chunnee S. barberi india* 1J76-470 S. officinarum

Coimbatore S. spontaneum india? S. OFFICINARUM 8272 S. officinarum

uUS851008 S. spontaneum Vietna?2 1J76-315 S. officinarum

Djantoer 11 (2) S. spontaneum Indonésia? 1J76-319 S. officinarum

Gehra-Bom S. spontaneum Java, Indonésia?  IN84-5 S. officinarum Indonésia3
Gugu S. spontaneum Chinaz? 1J76-442 S. officinarum

Holes 1 S. spontaneum Nova Guiné? KHAJURIA S. officinarum

S. spont #28 S. spontaneum Taiwan® 1J76-384 Erianthus sp. Indonésia?
SES033 S. spontaneum india? 1J76-358 Erianthus sp. Indonésia?
SES084 S. spontaneum india? 1J76-381 Erianthus sp.

SES234 S. spontaneum india? 1J76-364 Erianthus sp. Indonésia?
SES323 S. spontaneum india? 1J76-359 Erianthus sp. Indonésia?

1Brown et al., 2007; 2Australian Government, 2010; 3Aitken et al., 2006; * Artschwager, 1954.

Os acessos que complBe o germoplasma basico da cana-de-aclUcar sao

provenientes do banco de germoplasma de Miami e foram mantidos no jardim clonal

do Centro de Cana, ap0s o periodo de quarentena, nas mesmas condi¢cdes
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ambientais, assim como as cultivares comerciais, porém estas apresentam idades

distintas.

3.2. Extracao de DNA

Foram coletadas folhas sadias dos 60 acessos de cana-de-agucar, sendo
essas maceradas em triturador (Tissuelyser, Quiagen). A extracdo de DNA total
gendbmico foi realizada utilizando kit de extracdo Sigma (GenElute Plant Genomic
DNA, Miniprep Kit), seguida de quantificacdo dos individuos em gel de agarose (0,8%)
corado com brometo de etidio na presenca de uma amostra padrédo (DNA do fago A) e
visualizacdo em transluminador de luz ultravioleta. Apds quantificacdo, 0s acessos

foram diluidos a concentracéo de 10 ng/ uL.

3.3. Técnicade MSAP

Digestdo do DNA com endonucleases de restricao

Os marcadores do tipo MSAP foram obtidos com base na técnica de AFLP
(Amplified fragment length polymorphism) descrita por Vos et al. (1995), porém com a
utilizacdo de enzimas sensiveis a metilacdo, segundo o protocolo descrito por Lei et
al. (2006). Este protocolo foi ajustado em termos das concentracées dos primers
seletivos para a revelagédo no analisador de DNA 4300 da LiCor.

Foram realizadas duas reacfes de digestdo dupla do DNA gendmico,
separadamente, utilizando a enzima de restricdo de corte raro EcoRlI (Invitrogen) em
combinacdo com as enzimas de restricdo sensiveis a metilacdo, Hpall e Mspl
(Fermentas). Utilizou-se 250 nanogramas de DNA gendmico para a digestdo em uma

reacdo de volume final de 20 uL contendo as enzimas EcoRI e Hpall (primeira
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situacdo) e EcoRI e Mspl (segunda situacdo), ambas a concentracdo de 2.5U em

tampéo One Phor All (OPA) no termociclador (BioRad, MyCycler) a temperatura de 37

°C por 4 horas, seguida de 15 minutos a 65 °C para inativacdo enzimatica.

Ligacdo dos adaptadores e pré-amplificacao

As ligacdes das sequéncias adaptadoras as extremidades clivadas pelas

enzimas foram conduzidas em um volume final de reacdo de 40 uL em tampao 5X,
contendo 20 uL da reacao de digestdo, 33,5 U/uL T4 DNA ligase (BioLabs), 0,5 mM
de ATP, 4 uM do adaptador EcoRI (5 moles) e 40 uM do adaptador Hpall/ Mspl. As

amostras foram incubadas em termociclador por 15 horas a 37 °C. As sequéncias dos

adaptadores bem como dos primers pré-seletivos e seletivos estdo descritas na

Tabela 2.

Tabela 2 - Sequéncias (5’-3’) de adaptadores, primers pré — seletivos e seletivos

utilizados na técnica de MSAP*.

Tipo Nome Enzima Marcagdo Infravermelha  Sequéncia (5'-3)
Adaptadores Eco A+ EcoRI CTCGTAGACTGCGTACC
Eco A- EcoRI AATTGGTACGCAGTCTAC
Hpa/ Msp A+ Hpall/Mspl GACGATGAGTCCTGAT
Hpa/ Msp A- Hpall/Mspl CGATCAGGACTCAT
Primers pré-seletivos Eco™ EcoRI GACTGCGTACCAATTC
Hpall "% Mspl *°  Hpall/Mspl GATGAGTCC TGAGTAA
Primers seletivos El EcoRlI 700 CTGCGTACCAATT Caac
E2 EcoRlI 700 CTGCGTACCAATTCaca
E3 EcoRlI 700 CTGCGTACCAATTCacc
E4 EcoRlI 800 CTGCGTACCAATTCaga
E5 EcoRlI 800 CTGCGTACCAATTCagg
MH1 Hpall/Mspl GATGAGTCCTGATCGGaca
MH2 Hpall/Mspl GATGAGTCCTGATCGGacc
MH3 Hpall/Mspl GATGAGTCCTGATCGGact
MH4 Hpall/Mspl GATGAGTCCTGATCGGcge
MH5 Hpall/Mspl GATGAGTCCTGATCGGgac
MHG6 Hpall/Mspl GATGAGTCCTGATCGGtcg
MH7 Hpall/Mspl GATGAGTCCTGATCGGttg

* Fonte: Lei et al., 2006.
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ApoOs a ligagdo dos adaptadores, uma aliquota de 5 uL da reacgéo foi diluida 6
vezes (6X) em agua milli-Q. Foram utilizados dois microlitros desta diluicdo na reacao
de pré-amplificacdo, conduzida em um volume final de 15 uL contendo tampé&o 10X
(200 mM Tris pH 8.4, 500 mM KCI), 0,5 mM MgCl;, 0,16 mM dNTPs, 3,3 uM do primer
pré - seletivo Eco™, 3,3 uM do primer pré — seletivo Hpall*®/ Mspl™ e 0,1U de Taq
DNA polimerase.

As reacdes de PCR foram conduzidas em termociclador a 94 °C por 30
segundos, seguidas de uma temperatura de anelamento a 56 °C por 60 segundos e
extensdo a 72 °C por 60 segundos, em um total de 29 ciclos.

Amplificagéo e combinagéo seletiva MSAP

Os primers Eco apresentam marca¢des com sondas infravermelhas, permitindo
a distincdo de comprimentos de onda de 700 ou 800 nm para leitura no analisador de
DNA 4300 da LiCor. As melhores combinacdes seletivas (EcoRI/Hpall e EcoRI/Mspl)
foram selecionadas e avaliadas em relacdo a quantidade de polimorfismos e padrdes

de metilacao (Tabela 3).

Tabela 3 — Combinacdes seletivas utilizadas.

Identificagéo Primer EcoRI Primer Hpall/Mspl
1 CTGCGTACCAATTC ACA GATGAGTCCTGATCGG TTG
2 CTGCGTACCAATTC AGA GATGAGTCCTGATCGG ACC
3 CTGCGTACCAATTC ACA GATGAGTCCTGATCGG ACT
4 CTGCGTACCAATTC AGG GATGAGTCCTGATCGG TTG
5 CTGCGTACCAATTC ACA GATGAGTCCTGATCGG ACC
6 CTGCGTACCAATTC AGA GATGAGTCCTGATCGG ACT
7 CTGCGTACCAATTC ACA GATGAGTCCTGATCGG TCG
8 CTGCGTACCAATTC AGA GATGAGTCCTGATCGG TTG
9 CTGCGTACCAATTC ACC GATGAGTCCTGATCGG GAC

e =
w N B O

[
[$2 I N

CTGCGTACCAATTC ACC
CTGCGTACCAATTC AGG
CTGCGTACCAATTC ACC
CTGCGTACCAATTC AGG

CTGCGTACCAATTC ACC
CTGCGTACCAATTC AGG

GATGAGTCCTGATCGG TTG
GATGAGTCCTGATCGG ACC
GATGAGTCCTGATCGG ACA
GATGAGTCCTGATCGG CGC

GATGAGTCCTGATCGG TTG
GATGAGTCCTGATCGG ACT
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Os produtos amplificados na reacdo de pré-amplificacdo foram diluidos 10
vezes (10X) em &gua milli-Q. A amplificacdo seletiva foi conduzida em um volume
final de 10 uL contendo tampao 10X (200 mM Tris pH 8.4, 500 mM KClI), 0,25 mM de
dNTPs, 2,0 mM de MgCl;, 1,3 uM do primer seletivo EcoRI e 1,3 uM do primer
seletivo Hpall ou Mspl e 0,2 U de Taq DNA polimerase e 2,5 uL da diluicdo 10X da
reacdo de pré-amplificacao.

As reacOes foram amplificadas em termociclador utilizando: um ciclo a 94 °C
por 30 segundos, 65 °C por 30 segundos e 72 °C por 60 segundos, 12 ciclos a 94 °C
por 30 segundos, 65 °C, reduzindo 0,7 °C em cada ciclo, por 30 segundos e 72 °C por
60 segundos, e 23 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 56 °C por 30 segundos e 72 °C
por 60 segundos, resfriando a 4 °C, sendo posteriormente armazenadas em -20 °C.

Os produtos das amplificacbes de duas combinacdes seletivas com marcacdes
infravermelhos distintas foram misturados (EcoRI (700)/ Hpall/Mspl e EcoRI (800)/
Hpall/ Mspl) juntamente com tampao formamida 6X (LiCor, Bioscience), diluindo esta
reacao cinco vezes com agua milli-Q. As amostras foram desnaturadas a 95 °C por 5
minutos e, em seguida, a microplaca contendo as mesma foi transferida para o gelo.
Como padrdo de peso molecular utilizou-se o ladder de 50 bp, desnaturado
juntamente com as amostras. As amostras foram separadas em gel de poliacrilamida
desnaturante a 5% em genotipador de DNA (Infrared 4300 DNA Analyzer, LiCor

Bioscience), juntamente com o ladder.

Genotipagem e estabelecimento dos perfis moleculares

A analise molecular dos dados gerados foi realizada utilizando o programa
Saga™ (Automated AFLP Analysis Software) da LiCor Biosciences. A partir das
imagens geradas pelo genotipador de DNA, utilizando o ladder como referencial, foi
determinado o tamanho de cada locus do gel.

Os genotipos foram avaliados quanto a presenca e auséncia de bandas por
comparacdes lado a lado dos perfis moleculares obtidos pelas combinagbes de

enzimas EcoRI/Hpall e EcoRI/Mspl. As bandas produzidas pelos marcadores foram



24

convertidas em uma matriz binaria, onde a presenca de bandas foi substituida por “1”
e a auséncia por “0”. Quatro padrdes foram observados: auséncia de metilacdo (1/1),
metilagdo completa ou semi-metilacdo da citosina interna (0/1), semi-metilacdo da

citosina externa (1/0), ndo informativo ou auséncia de sitio de restricao (0/0).

3.4. Analise de dados

A partir da matriz binaria obtida, os loci foram classificados como suscetiveis a
metilacdo (Methylation-susceptible loci — MSL) e ndo metilados (Non-methylated loci —
NML), sendo que o primeiro engloba trés padrdes (-/+, +/-, -/-) e 0 segundo é referente
apenas ao padrao de auséncia de metilacdo (+/+), através do programa R, pacote R
MSAP (PEREZ-FIGUEROA, 2013), versdo 3.2.5 (R Core Team, 2014). Além disso, foi
estimado o numero de loci polimorficos de cada combinacdo, assim como o indice
médio de diversidade de Shannon dos MSL e NML polimdrficos obtidos por este
pacote.

Os quatro padrdes de metilacdo foram estimados para os grupos de cultivares
comerciais, Saccharum robustum, S. barberi, S. spontaneum, S. officinarum e
Erianthus. Os niveis de metilacdo completa ou semi-metilagcdo da citosina interna e
metilacdo da citosina externa foram estimados considerando cada combinacao
seletiva de primer (EcoRI/ Hpall - Mspl) utilizada. Os intervalos de confianca para
estas estimativas foram calculados através do programa VassarStats (plataforma

VassarStats, http://vassarstats.net/propl.html), considerando 95% de probabilidade

estatistica.

A matriz de dados obtida através da genotipagem foi transformada em outra
matriz, como proposto por Ma et al. (2013), denominada de matriz de polimorfismos
sensiveis a metilacdo (Methylation-sensitive polymorphism — MSP), sendo uma matriz
binaria em que a presenca de metilacdo (metilacdo completa ou semi-metilacdo da
citosina interna e metilacdo da citosina externa) foi considerada “1” e a auséncia de
metilacdo e dados ndo informativos foi tida como “0”. As demais analises foram

realizadas utilizando essa matriz.


http://vassarstats.net/prop1.html
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O conteudo de informacéo de polimorfismo (Polymorphism information content
— PIC) foi calculado para cada combinacédo de primer. Considerando apenas duas
frequéncias de combinacdo (presenca — 1 e auséncia de metilacdo — 0), o valor de

PIC foi dado segundo a expressao:
PIC=1- Y pi%,

onde pi é a frequéncia do alelo p no i-ésimo locus.

A analise da estrutura genética foi realizada através do agrupamento bayesiano
dos dados no programa STRUCTURE (PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY,
2000) versao 2.3.4. (PRITCHARD; WEN; FALUSH, 2010).

Para execucao do programa, os acessos foram considerados haploides, sendo
agrupados no modelo admixture, no qual se considera que os individuos apresentam
ancestralidade mista, podendo um acesso ser agrupado em um grupo distinto daquele
anteriormente classificado. Avaliou-se a hipotese de K (numero de subpopulacdes)
variando de 1 a 10, sendo o agrupamento mais provavel obtido a partir de 100000
interacdes iniciais (periodo de burnin) e 200000 interagcdes de MCMC (Monte Carlo
Markov Chain). A veracidade dos resultados obtidos foi verificada pela execucéo do
programa por 10 vezes para cada hipotese K. Os resultados de todas as corridas
foram avaliados através do programa STRUCTURE HARVESTER v.0.6.94 (EARL,
VONHOLDT, 2012), determinando o0 numero mais provavel de K, segundo o método
proposto por Evanno, Regnaut e Goudet (2005).

A analise de variancia molecular (AMOVA) foi realizada no programa Arlequin
v.3.5 (EXCOFFIER; LISCHER, 2010) baseada em marcadores polimérficos sensiveis
a metilacdo, testando a variabilidade dentro e entre grupos. Nesta analise foi
considerado o numero de subpopulacbes (K) obtido através do programa
STRUCTURE, uma vez que este valor de K permite a organizacdo dos acessos
guanto a subpopulacdo em que estes possivelmente se agruparam.

A matriz de dissimilaridade genética foi calculada pelo programa Darwin v.6
(PERRIER; JACQUEMOUD-COLLET, 2006) utilizando o coeficiente de Jaccard, dado

pela seguinte formula:

J(i*, i%) = a/ (a+b+c),
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onde a é o nimero de fragmentos que compartilhados nos acessos i e i, b indica o
ndmero de fragmentos presente em i* e ausentes em i’ e ¢ 0 nimero de fragmentos
presente em i° e ausente em i*, segundo Schénswetter et al., (2003).

As relacdes de dissimilaridade entre os acessos foram visualizadas através da
construcdo de um dendrograma no mesmo programa utilizando o método de
Neighbor-joining (SAITOU; NEI, 1987) entre os loci polimérficos considerados como
suscetiveis a metilacdo e 0s ndo suscetiveis a metilacdo. Para comprovar a
consisténcia da topologia formada, optou-se pela utilizacdo do método de bootstrap

com 1000 repeticdes.
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4. RESULTADOS

4.1. Anélise de polimorfismos MSAP

Quatro padrdes de metilacdo foram observados nos perfis moleculares gerados
utilizando a técnica de MSAP, a partir dos quais foram elaboradas matrizes binarias,
onde a presenga de marcas (+) foram consideradas “1” e auséncia de marcas (-) “07,

como visto na Figura 2.

TH 1M 2H 2 SH 5 4aH aMISH S5SMM6H &6 TH T SH

Figura 2 — Perfil molecular gerado através da técnica de MSAP em gel de
poliacrilamida desnaturante (5%) no analisador de DNA 4300 da LiCor, indicando os
quatro padrbes possivelmente observados: auséncia de metilagdo (+/+), metilacéo
completa ou semi metilacdo da citosina interna (-/+), semi metilacdo da citosina
externa (+/-), ndo informativo (-/-). Os numeros acima seguidos pelas letras “H” e “M”
indicam a amostra e a enzima de corte frequente utilizada juntamente com a enzima
de corte raro, EcoRI (H- Hpall e M- Mspl).
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As 15 combinacgOes seletivas de primers geraram 1341 loci (marcas), variando
de 37 a 479 bp, dentre os quais 1117 (83,30%) foram considerados loci suscetiveis a
metilacdo (Methylation-susceptible loci — MSL) e 224 (16,70%) loci ndo metilados
(Non-methylated loci — NML). O numero de loci variou de 69 a 104 utilizando as

combinacdes 8 e 12, respectivamente (Tabela 4).

Tabela 4 — Numero de loci e polimorfismos gerados utilizando 15 combinacfes de
primers seletivos EcoRI /Hpall e EcoRI/Mspl (H/M). MSL (Methylation-susceptible loci)
- loci suscetiveis a metilacdo, NML (Non-methylated loci) - loci ndo metilados, PIC
(Polymorphism Information Content) — Contetdo de informacao de polimorfismo.

g:ec;gil:/ig:gées de primers Neloci  MSL POIiT/IOSrEEmOS NML PoIiTI?\;EEmos f;gmzr;rsgsczg;) PIC
1) E(ACA) HIM(TTG) 74 65 65 9 7 402 - 67 0.321
2) E(AGA)/ H/M(ACC) 91 63 62 28 27 442 -37 0.252
3) E(ACA)/ HIM(ACT) 81 71 71 10 2 388 -49 0.334
4) E(AGG)/ HIM(TTG) 76 61 61 15 11 478-49 0.293
5) E(ACA)/ H/M(ACC) 102 90 90 12 9 412-51 0.327
6)E(AGA)/ HIM(ACT) 83 67 67 16 12 437-45 0.316
7) E(ACA)/ HIM(TCG) 92 76 76 16 11 313-53 0.311
8) E(AGA) HIM(TTG) 69 62 60 7 3 358-51 0.370
9) E(ACC)/ H/M(GAC) 84 78 78 6 4 389-76 0.350
10) E(ACC)/ HIM(TTG) 100 93 84 7 4 466-50 0.394
11) E(AGG)/ H/IM(ACC) 93 87 87 6 5 387-64 0.329
12) E(ACC)/ H/M(ACA) 104 74 72 30 29 409-63 0.262
13) E(AGG)/ H/M(CGC) 94 76 76 18 17 368-58 0.282
14) E(ACC)/ HIM(TTG) 96 82 82 14 13 367-61 0.334
15) E(AGG)/ H/M(ACT) 102 72 69 30 23 378-59 0.275
Média 89,4 74,4 73,3 14,9 7,3 - 0,317
Total 1341 1117 1100 224 177 - -

indice de diversidade de Shannon: 7 0,578 + 0,121; ® 0,397 + 0,194, segundo o teste de soma de postos de Wilcoxon com
correcao de continuidade (149268.5, p < 0.0001).

Dentre os MSL, 98% (1100 loci) foram considerados polimoérficos, com
diversidade média de 0,578 + 0,121, segundo o indice de diversidade de Shannon. As
combinacgdes de primers 1, 3, 4,5, 6, 7, 9, 11, 13, e 14 apresentaram 100% dos loci
como sendo polimérficos. A combinacao 10 apresentou o maior niumero de loci nesta
condicao, porém apenas 90,30% dos loci (84) foram considerados polimérficos.

A porcentagem polimorfismos nos NML foi de 79% (177), com diversidade
média de 0,397 + 0,194. A combinacdo 12 apresentou 97% de loci polimorficos (29),
enquanto que na combinacéo 3 apenas 20% dos loci (2) apresentaram polimorfismos
(Tabela 3).
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O conteudo de informacéo de polimorfismo (PIC) variou de 0,252 (combinacao
2) a 0,394 (combinacdo 10), com média de 0,317. A combinacdo 8, mesmo com o
menor numero de loci, apresentou o segundo maior valor de PIC (0,370), como visto
na Tabela 4.

4.2. Avaliacao dos niveis de metilagdo entre grupos de acessos

Os niveis de loci ndao metilados foram superiores aos demais padrbes de
metilagdo em cinco grupos de acessos. O grupo das cultivares comerciais apresentou
a maior porcentagem de loci considerados como nédo informativos ou sem sitio de
restricdo, considerando as 15 combinacfes de primers seletivos utilizadas, porém
esta condicdo nao foi significativa em um intervalo de confianca a 95% de
probabilidade. Entretanto, este mesmo grupo apresentou a menor frequéncia de
auséncia de metilacdo dentre os grupos analisados, sendo esta significativa (Figura 3,
Tabela 5).

Padroes de Metilagao

45.000
40.000

%

3 35.000 -
g 30.000 -
L 25.000 -
£ 20.000 -
é 15.000
c 10.000 -
£ 5,000 -
& 0.000 -

Comercial S. robustum S. barberi S. spontaneum S. officinarum Erianthus
Grupos
BAuséncia de metilagéo (++) B Metilagéo Interna (-/+) B Metilagéo Externa (+/-) uN&o informativos (-/-)

Figura 3 — Porcentagem dos padrdes de metilacdo obtidos nos seis grupos de
acessos de cana-de-agucar.
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Saccharum robustum apresentou a maior frequéncia de loci ndo metilados
(40,686%; IC 95%: 39,52 a 41,87%), enquanto que as cultivares comercias
evidenciaram apenas 37,293% dos loci como sendo deste padrdo (IC 95%: 36,48 a
38,10%). Considerando o padrao de metilacdo interna, S. spontaneum apresentou o
maior niumero de loci nessa condi¢do (10,052%; IC 95%: 9,73 a 10,38%), enquanto
qgue Erianthus o menor nimero de marcagdes (7,636%: IC 95%: 7,03 a 8,30%). No
padrdo de metilagdo externa, S. barberi apresentou o maior nimero de loci (17,729%;
IC 95%: 16,73 a 18,78%) e S. officinarum o menor (13,777%; IC 95%: 13,26 a

14,32%), como visto na Figura 3 e na Tabela 5.



Tabela 5 — Porcentagem de metilacdo observada nos seis grupos de acessos de cana-de-agucar.
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Auséncia de metilagao

Metilag&o citosina interna

Semi-metilac@o externa

Nao informativo

Padrées (+/+) (-/+) (-/+) (-1-)
% IC* n° bandas % IC* n° bandas % IC* n° bandas % IC*

Comercial 37.293 36.48-38.10 1343 10.015 9.51-10.53 1992 14.855 14.26-15.46 5074 37.837 37.02-38.66
S. robustum 40.686 39.52-41.87 527 7.860 7.24 - 8.53 1037 15.466 14.62-16.36 2413 35.988 34.85-37.15
S. barberi 39.933 38.63-41.25 484 9.023 8.28-9.82 951 17.729 16.73-18.78 1787 33.315 32.06-34.58

S. spontaneum 39.920 39.39-40.46 3235 10.052 9.73-10.38 4709 14.631 14.25-15.02 11392 35.396 34.88-35.92
S. officinarum 40.592 39.83-41.35 1549 9.626 9.18 -10.10 2217 13.777 13.26-14.32 5794 36.005 35.27-36.75
Erianthus 40.552 39.38-41.73 512 7.636 7.03-8.30 1049 15.645 14.80-16.54 2425 36.167 35.03-37.33

*IC (Intervalo de confianca) a 95% de probabilidade.
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4.3. Metilagéo total relativa

Dentre os padrbes de metilacdo obtidos pela genotipagem dos perfis
moleculares, a metilagcdo completa ou semi metilacdo da citosina interna e a semi
metilagcdo da citosina externa compde a chamada metilagdo total relativa. Esta
metilacdo representa toda a porcdo do epigenoma que estd metilada, independente
da citosina metilada do tetranucleotideo 5’ CCGG, ou seja, se € interna ou externa.

Os grupos referentes as cultivares comerciais, acessos de S. robustum e de
S. barberi apresentaram a maior frequéncia de acessos metilados internamente
guando utilizada a combinacdo seletiva 1 (Eco — ACA/ Hpall/Mspl — TTG),
considerando um intervalo de confianca a 95% de probabilidade. Apesar da
porcentagem de metilacdo interna nao diferir significativamente entre as
combinacgdes utilizadas para os demais grupos, a combinacdo 8 permitiu uma maior
exploracéo de loci metilados internamente em acessos de Erianthus, assim como a

combinacéo 11 para os acessos de S. officinarum (Figura 4, Tabela 6).

Metilagao Interna (Msp l)

100.000
90.000
80.000
o 70.000 - B Comercial
E' 60.000 7 W S. robustum
& 50.000 - _
E 40.000 - W S. barberi
30,000 | W S. spontaneum
20.000 - W S. officinarum
10000 W Erianthus
0.000 -

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Combinagdes

Figura 4 — Porcentagem de metilacéo interna de seis grupos de acessos de cana-de-
acucar utilizando 15 combinacdes de pares de primers seletivos (EcoRI/ Hpall-Mspl).
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Considerando a média das 15 combinacdes de primers seletivos utilizadas, o
grupo composto pelos acessos de S. officinarum apresentou a maior frequéncia de
individuos com metilacao interna (41,130%, IC 95%: 39,57 a 42,71%), enquanto que
a menor foi no grupo de acessos de Erianthus (32,800%; IC 95%: 30,52 a 35,17%).
Ambas as médias nao foram significativas a 95% de probabilidade, como visto na
Tabela 6.

No padrdo de semi-metilacdo externa, ou seja, corte apenas com a enzima
Hpall, os grupos das cultivares comerciais, S. spontaneum e S. officinarum
apresentaram maior porcentagem de loci quando utilizada a combinacéo 10 (Eco —
ACC/ Hpall/Mspl — TTG). Dentre as combinacdes utilizadas, 2, 9 e 11, evidenciaram
os loci metilados externamente dos grupos Erianthus, S. robustum e S.barberi,
respectivamente, considerando um intervalo de confianca a 95% de probabilidade
(Figura 5, Tabela 6).

Em média, o grupo de acessos de Erianthus apresentou o maior niumero de
loci metilados externamente (67,200%; IC 95%: 64,83 a 69,48%), enquanto que S.
officinarum o menor (58,870%; IC 95%: 57,29 a 60,43%), considerando as 15
combinagcdes seletivas utilizadas. Porém, em nenhum dos casos os resultados
apresentaram significancia a 95% de probabilidade, como visto na Figura 5 e na
Tabela 6.

Metilagao Externa (Hpa Il)

100.000
90.000
80.000
o 70.000 m Comercial
E 60.000 B S. robustum
g 2008 W S. barberi
§ 40.000
30.000 B S. spontaneum
20.000 - W S. officinarum
10.000 7 W Erianthus
0.000 -

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Combinagoes
Figura 5 — Porcentagem de metilagdo externa de seis grupos de acessos de cana-

de-acucar utilizando 15 combinac¢des de pares de primers seletivos (EcoRI/ Hpall-
Mspl).



34

A maioria dos polimorfismos identificados nos acessos pertencentes aos seis
grupos derivaram da combinagdo das enzimas EcoRI/Hpall, ou seja, devido a

metilacédo da citosina externa.
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Tabela 6 — Frequéncia e intervalo de confianca* (%) da metilacdo total relativa dos seis grupos de cana-de-acUcar para as 15
combinacdes seletivas.

c Comercial S.robustum S. barberi S. spontaneum S. officinarum Erianthus

Interna Externa Interna Externa Interna Externa Interna Externa Interna Externa Interna Externa

1 85.321 14.679 75.248 24.752 89.063 10.938 73.636 26.364 73.750 26.250 40.426 59.574
80.01-89.41 | 10.59-19.99 | 66.01-82.64 | 17.36-33.99 | 79.10 - 94.60 5.40 - 20.90 69.33 - 77.54 22.46 - 30.67 66.43 - 79.95 20.05 - 33.57 31.07 - 50.54 49.46 - 68.93

2 55.629 44.371 56.566 43.434 55.172 44.828 62.570 37.430 50.267 49.733 33.058 66.942
47.66 - 63.32 | 36.68 - 52.34 | 46.74-65.91 | 34.09-53.26 | 42.45-67.25 32.75 - 57.55 57.45 - 67.42 32.58 - 42.55 43.17 - 57.36 42.64 - 56.83 25.31 - 41.85 58.15 - 74.69

3 30.147 69.853 19.737 80.263 48.649 51.351 34.528 65.472 28.632 71.368 28.431 71.569
23.07-38.32 | 61.68-76.93 | 12.34-30.05 | 69.95-87.66 | 37.61 - 59.82 40.18 - 62.39 30.61 - 36.68 61.32 - 69.39 23.22 - 34.73 65.27 - 76.78 20.58 - 37.84 62.12 - 79.42

4 63.934 36.066 47.887 52.113 37.500 62.500 68.132 31.868 76.042 23.958 68.519 31.481
56.75-70.54 | 29.46 - 43.25 | 36.68 - 59.32 | 40.68 - 63.32 | 26.01 - 50.59 49.41 - 73.99 63.18 - 72.71 | 27.29-36.82 | 69.53 - 81.53 18.47 - 30.47 55.26 - 79.32 20.68 - 44.74

5 51.636 48.364 53.077 46.923 51.685 48.315 52.632 47.368 57.600 42.400 35.938 64.063
45.75-57.48 | 42.52 - 54.25 | 44.54 - 61.45 | 38.55-55.46 | 41.46 - 61.79 38.21 - 58.54 48.46 - 56.77 43.23-51.54 51.40 - 63.57 36.43 - 48.60 28.15 - 44.55 55.45 - 71.85

6 31.188 68.812 35.106 64.894 44.000 56.000 29.412 70.588 46.698 53.302 17.000 83.000
25.20-37.88 | 62.12-74.80 | 26.22 - 45.17 | 54.83 - 73.78 | 33.33 - 55.25 44.75 - 66.67 25.49 - 33.65 66.35 - 74.51 40.10 - 53.41 46.59 - 59.90 10.89 - 25.55 74.45 - 89.11

7 42.632 57.368 34.211 65.789 17.037 82.963 50.939 49.061 58.077 41.923 43.434 56.566
35.81-49.74 | 50.26 - 64.19 | 24.54 - 45.40 | 54.60 - 75.46 | 11.63 - 24.27 75.73 - 88.37 46.21 - 55.66 44.34 - 53.79 52.01 - 63.92 36.08 - 47.99 34.09 - 53.26 46.74 - 65.91

8 18.327 81.673 17.164 82.836 18.898 81.102 24.481 75.519 38.889 61.111 65.169 34.831
14.03 - 23.58 | 76.42-85.97 | 11.71-24.44 | 75.56 - 88.29 | 13.04 - 26.58 73.42 - 86.96 20.85 - 28.51 71.49 - 79.15 32.64 - 45.53 54.47 - 67.36 54.83 - 74.25 25.75 - 45.17

9 53.469 46.531 17.073 82.927 48.936 51.064 52.941 47.059 35.424 64.576 65.278 34.722
47.22 - 59.61 | 40.39 -52.78 | 11.44-24.69 | 75.31-88.56 | 39.08 - 58.89 41.11 - 60.92 48.60 - 57.23 42.77 - 51.40 29.97 - 41.28 58.72 - 70.03 53.76 - 75.25 24.75 - 46.24

10 10.613 89.387 9.950 90.050 9.816 90.184 9.713 90.287 11.586 88.414 16.766 83.234
8.02 - 13.90 86.10 - 91.98 6.53 - 14.87 85.13 - 93.47 6.14 - 15.35 84.65 - 93.86 8.08 - 11.62 88.38 - 91.92 9.20 - 14.50 85.50 - 90.80 11.87 - 23.17 76.83 - 88.13

11 42.045 57.955 51.786 48.214 9.924 90.076 37.702 62.298 70.507 29.493 25.000 75.000
35.00 - 49.44 | 50.56 - 65.00 | 39.01 -64.34 | 35.66 - 60.99 5.89 - 16.23 83.77 - 94.11 34.08 - 41.71 58.61 - 66.23 64.13 - 76.18 23.82 - 35.87 17.13 - 34.96 65.04 - 82.87

12 33.182 66.818 28.302 71.698 36.047 63.953 44.400 55.600 34.434 65.566 36.170 63.830
27.29 - 39.64 | 60.36 - 72.71 | 20.60 - 37.52 | 62.48 - 79.40 | 26.70 - 46.59 53.41 - 73.30 40.10 - 48.78 51.22 - 59.90 28.36 - 41.05 58.95 - 71.64 27.18 - 46.25 53.75 - 72.82

13 29.787 70.213 15.789 84.211 46.753 53.247 45.232 54.768 29.224 70.776 15.888 84.112
23.71 - 36.68 | 63.32 - 76.29 9.81 - 24.43 75.57 - 90.18 | 36.03 - 57.78 42.22 - 63.97 40.47 - 50.08 49.92 - 59.53 23.60 - 35.56 64.44 - 76.40 10.16 - 23.98 76.02 - 89.84

14 31.935 68.065 32.061 67.939 43.810 56.190 41.064 58.936 39.812 60.188 28.440 71.560
27.00 - 37.32 | 62.68 - 73.00 | 24.68 - 40.46 | 59.54 - 75.32 | 34.70 - 53.35 46.65 - 65.30 37.41 - 44.81 55.19 - 62.59 34.59 - 45.27 54.73 - 65.41 20.82 - 37.53 62.47 - 79.18

15 63.253 36.747 53.521 46.479 23.762 76.238 37.931 62.069 26.563 73.438 18.248 81.752
55.69 - 70.21 | 29.79 - 44.31 | 42.04 - 64.64 | 35.36 -57.96 | 16.52 - 32.92 67.08 - 83.48 33.87 - 42.17 57.83 - 66.13 21.53 - 32.29 67.51 - 78.65 12.68 - 25.55 74.45 - 87.32

M 40.270 59.730 33.700 66.300 33.730 66.270 40.720 59.280 41.130 58.870 32.800 67.200
38.62 —41.94 | 58.06 —61.38 | 31.40 — 36.08 | 63.92 —68.60 | 31.33-36.22 | 63.78 -68.67 | 39.64-41.80 | 58.20 -60.36 | 39.57 —42.71 | 57.29-60.43 | 30.52 -35.17 | 64.83 —69.48

* Intervalo de confianca considerando 95% de probabilidade.
C- Combinacfes; M — média.




36

4.4. Analise da estrutura epigenética

Considerando o epigenoma dos grupos analisados estruturalmente, foi
revelada a presenca de duas subpopula¢des no conjunto de acessos (k=2; delta K=
218.015), como visto na Figura 6.
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Figura 6 — Variagao de delta K (Ak) em fungao do numero de subpopulagdes (k).

Na Figura 7 observa-se a distribuicAo dos acessos e a porcentagem do
epigenoma compartilhado entre todos os individuos.

De acordo com o resultado obtido, a primeira subpopulacdo, de coloracéo
laranja, agrupou todos os acessos das cultivares comerciais e de S. robustum, a
maioria de S. barberi e de S. spontaneum. Acessos como Chin (S. barberi) e
US85108 (S. spontaneum) ndo apresentaram compartilhamento do seu epigenoma
com outras espécies. Na segunda subpopulacdo, de coloracdo verde, foram
agrupados todos os individuos de S. officinarum, Erianthus e os demais de S.
spontaneum e de S. barberi, sendo que os acessos Taiwan spontaneum 072 e 064
(S. spontaneum), Badila e Muntok Java (S. officinarum) ndo mostraram
compartilhamento do seu epigenoma com outras espécies, sugerindo que estes séo

considerados puros em seus respectivos grupos (Figura 7).
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Figura 7 — Estrutura epigenética de acessos de cana-de-acucar. Cada coluna indica
um individuo, sendo a coloracao referente a porcentagem em que este esta inserido
em cada subpopulacdo. Subpopulacdes: 1 — laranja; 2 — verde. Grupos: Comercial
(1-10), S. robustum (11-15), S. barberi (17-20), S. spontaneum (16, 21-43), S.
officinarum (44-55) e Erianthus (56- 60).

Através da Analise de Variancia Molecular (AMOVA), foi observado que a
maior parte da variabilidade epigenética esta distribuida dentro dos grupos (91.38%),
enquanto que apenas 8.62% ocorrem entre grupos. Com isso, o indice de
diferenciacao epigenética obtido foi de 8,62% (a= 0.001) (Tabela 7).

Tabela 7 — Distribuicdo da variabilidade epigenética dentro e entre diferentes grupos
de acessos de cana-de-acUcar subdivididos em duas subpopulacdes.

Fonte de variacdo GL SQ Componentes de variancia % variagdo Pst
Dentro dos grupos 58 11902.74 205.21967 91.38 0.08618
Entre grupos 1 785.176 19.35338 8.62

Total 59 12687.92 224.57305

Embora a andlise realizada pelo programa STRUCTURE, na Figura 6, sugira
gue os acessos sejam agrupados em duas subpopulacdes devido a presenca de um
pico mais proeminente em k=2, € observado um segundo pico menor em k=5.
Analisando o conjunto de acessos subdivididos em cinco subpopulacdes, observou-
se que na primeira (verde) foram agrupados as cultivares comerciais e parte dos
acessos de S. barberi e S. robustum. Os acessos de S. spontaneum foram reunidos
na segunda (azul) e na terceira (vermelho) subpopulagédo, enquanto que todos os
acessos de S. officinarum foram alocados na quarta (rosa) juntamente com o
individuo 1376-381, pertencente ao grupo Erianthus. Por fim, os demais acessos de
Erianthus foram agrupados na ultima subpopulagédo (amarelo), como visto na Figura
8.
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Figura 8 — Estrutura epigenética de acessos de cana-de-acgucar. Subpopulaces: 1 —
verde; 2 — azul; 3 — vermelho; 4 — rosa; 5 - amarelo. Grupos: Comercial (1-10), S.
robustum (11-15), S. barberi (17-20), S. spontaneum (16, 21-43), S. officinarum (44-
55) e Erianthus (56- 60).
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A variancia molecular entre os acessos distribuidos nas cinco subpopulacdes
evidenciou que a variabilidade epigenética foi maior dentro dos grupos, como

observado anteriomente (Tabela 8).

Tabela 8 — Distribuicdo da variabilidade epigenética dentro e entre diferentes grupos
de acessos de cana-de-acUcar subdivididos em cinco subpopulacoes.

Fonte de variacdo GL SQ Componentes de variancia % variagédo Pst
Dentro dos grupos 55 10635.831 193.37875 87.45 0.1255
Entre grupos 1 2052.085 27.75478 12.55

Total 59 12687.92 221.13353

Considerando os loci polimorficos suscetiveis a metilagdo, os acessos de
cana-de-acucar foram separados em trés grupos principais. O primeiro grupo reuniu
acessos proveniente do grupo das cultivares comerciais e a maioria de S. robustum
e S. barberi. No segundo foram alocados os demais acessos de S. robustum e de S.
barberi, parte dos individuos de S. spontaneum, todos os acessos de S. officinarum
e Erianthus, enquanto que no ultimo grupo foram observados 0os demais acessos de

S. spontaneum (Figura 9).
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Figura 9 — Dendrograma dos acessos de cana-de-acucar obtido pelo agrupamento Neighbor Joining para loci metilados com base
na dissimilaridade (complemento do coeficiente de similaridade de Jaccard). Os valores de bootstrap em porcentagem estao
apresentados nos nos de cada agrupamento.
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Os loci polimérficos ndo suscetiveis a metilagdo, assim como 0s suscetiveis,
foram subdivididos em trés grupos principais. No primeiro foram agrupados
individuos de S. spontaneum, S. officinarum e o acesso 1J76-381, previamente
classificado como pertencente ao grupo de Erianthus. Os demais acessos de S.
spontaneum, as cultivares comerciais e 0os acessos de S. robustum e S. barberi
foram reunidos no segundo grupo. No ultimo foram alocados o restante dos acessos

de Erianthus e um acesso de S. barberi (Figura 10).
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Figura 10 — Dendrograma dos acessos de cana-de-acUcar obtido pelo agrupamento Neighbor Joining dos loci ndo-metilados
com base na dissimilaridade (complemento do coeficiente de similaridade de Jaccard). Os valores de bootstrap em

porcentagem estdo apresentados nos nos de cada agrupamento.
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5. DISCUSSAO

Embora a caracterizacdo da variabilidade genética dos acessos do “complexo
Saccharum” ter sido amplamente estudada via marcadores moleculares (AITKEN;
MCNEIL, 2010; QUE et al., 2014; LIU et al., 2016; SING et al., 2017), ndo ha relatos,
até o presente momento, da investigacdo da variabilidade genética ao nivel do
epigenoma. Considerando que essas modificacfes epigenéticas constituem-se em
processos herdaveis que permitem uma adaptacdo mais rapida dos organismos aos
ambientes com condic¢fes distintas (HEARD; MARTIENSSEN, 2014), a investigacao
da metilacdo de DNA em acessos de cana-de-acucar pode langcar um novo olhar sob
a evolucao gendémica desta espécie.

Em virtude da Colecdo de germoplasma do Programa de Melhoramento de
Cana-de-Acucar do IAC conter poucos acessos das espécies S. barberi, S. robustum
e Erianthus sp, a representatividade epigenética para estas espécies ficou
comprometida. Espécies como S. spontaneum e S. officinarum, responsaveis pela
constituicdo do genoma da maioria das cultivares atuais, foram representadas por
um ndmero maior de acessos, 24 e 12, respectivamente. Contudo, as analises
permitiram que fossem detectadas diferencas significativas entre as espécies
investigadas quanto a frequéncia dos padrées de metilacao.

A diversidade genética dos 60 acessos utilizados neste trabalho foi estimada
segundo os padrdes de metilacdo propostos por Schulz, Eckstein e Durka (2013). O
namero de loci suscetiveis a metilacdo (MSL) foi significativamente maior do que o
de nao suscetiveis a metilacdo (NML), resultando em uma variabilidade epigenética
maior do que a genética. Resultados semelhantes foram observados em outras
espécies como Populus tomentosa (MA et al., 2013), Pinus pinea (SAEZ-LAGUNA et
al., 2014) e Populus alba (GUARINO et al., 2015). De fato, por serem muito
influenciadas por fatores abidticos, as variagcdes epigenéticas ocorrem em maior
frequéncia (SONG; CHEN, 2015).

Independente das alteragBes genéticas, 0s mecanismos epigenéticos podem
contribuir para a variabilidade fenotipica e adaptagdo de plantas poliploides em

ambientes distintos, devido a capacidade de regulacdo da expressdo génica,
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silenciamento de genes duplicados e alteracdo da plasticidade fenotipica
(BOSSDOREF et al., 2010; VOGT, 2017). Segundo Latzel et al. (2013), a metilacéo
do DNA esta diretamente relacionada ao fendbmeno de plasticidade fenotipica, ou
seja, a capacidade de um genoétipo em expressar fenotipos distintos em ambientes
diferentes, influenciando caracteristicas como florescimento, altura de planta e teor
de biomassa (PIGLIUCCI; MURREN; SCHLICHTING, 2006; ZHANG et al., 2013).

No total, 15 combinacdes seletivas foram utilizadas para a investigacdo da
metilacdo do genoma das principais espécies que compdem o germoplasma basico
da cana-de-acucar, além de cultivares comerciais utilizadas pelos produtores da
cultura. Diferencas quanto a capacidade destas combinacdes em revelar regides
com maior probabilidade de metilagdo da citosina foram observadas e avaliadas
segundo o conteudo de informacédo de polimorfismo (PIC). Este parametro varia de 0
— 0,5 para marcadores dominantes, tal como os marcadores obtidos pela técnica de
MSAP, sendo que quanto maior o valor, mais polimoérfica € a combinacdo. A
combinacdo 10 (Eco — ACC/ Hpall/Mspl — TTG) capturou o maior niamero de loci
suscetiveis a metilacdo e apresentou o maior valor de PIC (0,394) e, apesar de
explorar o menor numero de loci, a combinacdo 8 (Eco — AGA/ Hpall/Mspl — TTG)
apontou o segundo maior valor de PIC (0,370), mostrando-se como uma boa
combinacdo para fornecer informacdes para o estudo da diversidade epigenética
entre 0s acessos.

Analisando a frequéncia de auséncia de metilacdo, as cultivares comerciais
diferiram significativamente em relacdo ao germoplasma basico, sinalizando para
uma maior metilacdo do genoma das cultivares. Tal resultado talvez pode ser
atribuido ao processo de melhoramento genético, no qual, as cultivares sao
selecionadas ndo apenas para o aumento da produtividade como também para a
tolerancia a estresses bioticos e abidticos, mostrando que a alteracdo epigenética
atua como um fator de adaptabilidade.

Os seis grupos de acessos nao diferiram significativamente entre si quanto a
frequéncia de metilacdo da citosina interna. Porém, analisando este mesmo padréo
de metilacdo, pode-se observar diferencas significativas entre as cultivares
comercias e o germoplasma basico (grupos de acessos). Saccharum robustum e

Erianthus exibiram uma frequéncia de metilacdo interna significativamente menor do
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que a das cultivares. Provavelmente, este resultado pode ser atribuido a pouca
participacdo de ambas as espécies na constituicdo das cultivares atuais. De acordo
com Arceneaux (1967), apenas 19 acessos de S. officinarum, dois acessos de S.
spontaneum, quatro de S. sinense e um de S. robustum foram utilizadas como
genitores nos primeiros intercruzamentos. A maior frequéncia de semi-metilagéo da
citosina externa foi observada para S. barberi, diferindo significativamente entre os
demais grupos.

A metilacao total relativa, a qual representa toda a por¢cado do epigenoma que
esta metilada, foi menor que a auséncia de metilacdo para as espécies e cultivares
avaliadas. Saccharum robustum, S. barberi e as cultivares comerciais apresentaram
maior frequéncia de acessos metilados internamente quando utilizada a combinacéo
1 (Eco — ACA/ Hpall/Mspl — TTG), enquanto a combinacdo 10 (Eco — ACC/
Hpall/Mspl — TTG) capturou a maior frequéncia de metilacdo externa entre as
cultivares comerciais, S. spontaneum e S. officinarum. A utilizagdo de uma
combinacdo seletiva espécie-especifica pode auxiliar na investigacdo de
determinado tipo de padréo de metilacéo, permitindo a exploracédo epigenética mais
detalhada de uma determinada espécie. Segundo Alonso et al. (2016), o padrao de
metilacdo varia entre espécies devido a este ser extremamente influenciado por
fatores abidticos, como adubacao (KIM; IM; NKONGOLO, 2016) e origem geografica
(VENETSKY et al., 2015). Os 50 acessos utilizados neste estudo sdo provenientes
da colecédo de germoplasma de Miami e, atualmente, sdo mantidos no jardim clonal
do IAC, Centro de Cana de Ribeirdo Preto, em condicbes homogéneas. Porém, os
mesmos sdo originados de diferentes regides, como visto na Tabela 1, o que pode
influenciar a frequéncia de metilacdo das espécies.

Comparando os dois isosquisomeros (Hpall e Mspl) quanto a frequéncia de
corte, a enzima Hpall atuou de forma mais expressiva para todas as espécies
avaliadas e cultivares comerciais. Consequentemente, considerando apenas a parte
metilada do genoma, a frequéncia de semi-metilacdo da citosina externa foi
significativamente maior do que a metilacdo da citosina interna em todos 0s acessos.
Estudos realizados a partir de folhas de espécies perenes como Populus tomentosa
(MA et al.,, 2013) e P. alba (GUARINO et al.,, 2015) apresentaram padroes

igualmente mais elevados quando utilizada a enzima de restricdo Hpall. Porém, Ma
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et al. (2012) analisando a mesma espécie a partir de tecido proveniente do tronco
obtiveram resultado inverso, sendo mais frequente o padrao de metilagéo da citosina
interna, mostrando que a metilacdo do DNA €& uma alteracdo tecido-especifica.
Neste estudo, todos os acessos analisados tiveram DNA extraido a partir de folhas,
a fim de padronizar o tecido analisado e permitir a comparacao dos acessos ao nivel
epigenético.

A estrutura epigenética dos acessos de cana-de-acucar foi aferida através do
programa STRUCTURE, sendo estes agrupados em dois (k=2) e cinco (k=5)
subgrupos. Considerando a primeira subdivisdo, alguns grupos, como S.
spontaneum e S. barberi, apresentaram acessos distribuidos nos dois subgrupos.
Observou-se que todos o0s genoétipos comerciais foram alocados na primeira
subpopulacdo, indicando pouco ou nenhum compartilhamento das regides
epigenéitcas avaliadas com o segundo grupo. Isto provavelmente ocorreu devido a
estes genotipos terem passado por diversos processos de selegcdo, como indicado
anteriormente. Contudo, o valor de k=2 pode ter ocorrido devido ao numero restrito
de acessos utilizados neste trabalho, sendo que em popula¢des maiores 0s mesmos
poderiam ser subdivididos em um maior nimero de grupos, tendo em vista que as
analises anteriores indicam diferencas entre os seis grupos analisados.

Em contrapartida, o resultado de k=5 permitiu uma subdivisdo dos acessos de
forma mais coerente quanto ao numero inicial de espécies em que 0S mesmos
estavam alocados. Neste arranjo, as cultivares comerciais permaneceram no mesmo
grupo, como Vvisto anteriormente, mas apresentaram participacdes de outras
subpopulacdes na constituicdo de seu epigenoma, especialmente das populacfes
gue contém acessos de S. spontaneum e S. officinarum, espécies estas que tiveram
maior participacdo na constituicdo do gendma das cultivares comerciais. No caso do
uso do marcador MSAP, considerado dominante, o modelo admixture é tido como o
mais adequado para analise da estrutura de acessos ao nivel do epigenoma, uma
vez que considera que os individuos apresentam ancestralidade mista e permite a
identificacdo de padrdes herdados em geracdes anteriores a analisada (FALUSH;
STEPHENS; PRITCHARD, 2007; Cl et al., 2016).

Considerando as duas possiveis subdivisbes dos acessos e cultivares

comerciais (em duas ou cinco subpopulagbes), determinados pelo programa
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STRUCTURE, a variancia molecular epigenética dentro de grupos foi
significativamente maior do que entre, com um valor de diferenciacéo epigenética de
8.60% e 12,55%, respectivamente. Segundo Wright (1958), valores de Fsr, indice
analogo ao @st, entre 0,05 e 0,15 indicam diferenciacdo genética moderada entre os
individuos analisados. Espécies pertencentes ao “complexo Saccharum” apresentam
maior diferenciacdo genética dentro das populacdes do que entre (GLYNN;
McCORKLE; COMSTOCK, 2009; NAYAK et al., 2014).

Analisando os nés formados no dendrograma dos loci suscetiveis a metilagao,
observou-se que o0s valores presentes nas trés ramificacbes do mesmo séo
considerados baixos, como visto na Figura 9 (7, 44 e 11, respectivamente). Segundo
Hillis e Bull (1993), apenas valores de bootstrap acima de 70 s&o considerados
confiaveis na formacdo de uma arvore filogenética. Entretanto, segundo estes
autores, a probabilidade de serem obtidos valores altos neste tipo de amostragem
pode ser reduzida devido ao numero de repeticdes e o tipo de estudo realizado.

Os acessos de Saccharum spontaneum foram agrupados em dois grupos
distintos, considerando os loci polimérficos suscetiveis a metilagdo. Tal separacao
pode ser atribuida, em parte, ao fato de S. spontaneum ser considerada uma
espécie extremamente polimérfica, devido a variacdo do nimero cromossémico e de
citotipos e da ampla distribuicdo geografica (AITKEN; MCNEIL, 2010;
CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al., 2011; DA SILVA, 2017). Além disso, segundo Da
Silva (2017), acessos de S. spontaneum apresentam niveis distintos de tolerancia
aos fatores abidticos, como amplas temperaturas e condi¢cdes extremas de solo.
Essas caracteristicas apresentam uma relacdo estreita com a metilacdo de DNA,
uma vez que diferentes areas e condi¢cdes de cultivo, poliploidizacdo e hibridizacao
promovem alteracbes nas taxas de metilacdo do DNA, atuando como um
mecanismo de regulacdo das plantas (SONG; CHEN, 2015; SUO; DONG; KANG,
2015).

Além disso, foi observado que os acessos utilizados neste trabalho foram
agrupados segundo a distribuicdo realizada pelo programa STRUCTURE, que
considerou estes provenientes de ancestralidade mista, sendo alocados em dois

subgrupos. No primeiro e no terceiro grupo do dendrograma foram alocados acessos
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provenientes do subgrupo 1, enquanto, no segundo, todos os acessos do subgrupo
2.

A variacdo genética dos acessos foi evidenciada através do dendrograma dos
polimorfismos ndo suscetiveis a metilacdo. O acesso 1J76-381, inicialmente
classificado como pertencente a espécie Erianthus sp, foi alocado no primeiro grupo
juntamente com acessos de S. officinarum. Segundo a base de dados GRIN

(https://www.ars-grin.gov/), este acesso passou a ser catalogado como sendo

proveniente da espécie Saccharum arundinaceum, explicando sua proximidade
genética aos demais acessos do género Saccharum. No segundo grupo, 0S acessos
foram reunidos de acordo com a sua ancestralidade, i.e., acessos de S. barberi cuja
origem deriva de cruzamentos naturais entre S. officinarum e S. spontaneum
(D’HONT; PAULET; GLASZMANN, 2002) ficaram proximos as respectivas espécies,
assim como as cultivares comerciais se agruparam proximas aos acessos de S.
spontaneum (D'HONT et al.,1998; IRVINE, 1999). Por fim, o terceiro grupo foi
composto por acessos pertencentes ao género Erianthus e ao acesso MATNA
SHAHJ tido como S. barberi, sinalizando que este acesso possa ter sido trocado

uma vez que se apresenta epigeneticamente semelhante ao grupo de Erianthus.


https://www.ars-grin.gov/
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6. CONCLUSAO

Este estudo sinalizou que existem diferencas nos padrdes de metilacdo da
citosina interna e semi-metilacdo da citosina externa entre algumas das espécies
gue constituem o germoplasma béasico da cana-de-acucar. Porém, a maioria dos
polimorfismos identificados nos seis grupos analisados ocorreu devido a metilacdo
da citosina externa. As cultivares comerciais apresentaram 0 epigenoma mais
metilado dentre os acessos analisados. Além disso, 0 uso de combinacbes de
primers especificas para cada espécie permitiram a exploracéo de loci metilados de
maneira mais efetiva.

A partir deste primeiro relato a respeito das modificacbes epigenéticas na
cana-de-acuUcar, outros estudos poderéo ser realizados a fim de auxiliar a selecéao de
genotipos para os programas de melhoramento, levando em consideracdo esta

modificacdo presente nos acessos que compde o “complexo Saccharum”.
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