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RESUMO

COELHO, Fernanda Silva; D.Sc. Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; Maio de 2022; METILACAO DO DNA EM SOJA:
CARACTERIZACAO DE PROTEINAS “LEITORAS” DA METILACAO DO DNA E
EFEITO DA METILACAO NA GERMINACAO E NO DESENVOLVIMENTO DE
PLANTULAS; Orientadora: Dr2 Clicia Grativol Gaspar de Matos; Conselheiros: Dr2
Antbnia Elenir Oliveira Amancio e Dr. Messias Gonzaga Pereira.

A metilacdo do DNA é uma marca epigenética conservada que € crucial para
regular a expressao génica e manter a estabilidade do genoma em plantas e
mamiferos. Neste estudo, foram analisadas a evolucdo e a conservagdo de
proteinas leitoras da metilacdo do DNA no genoma de soja a fim de compreender
a influéncia da metilacdo do DNA na germinacéo e desenvolvimento de plantulas
de soja. No primeiro capitulo, foram realizadas andlises de bioinformatica para
identificar e anotar genes com Dominio de Ligacdo ao Metil-CpG (MBD) nos
genomas de soja e de feijdo-comum. Foram identificados 21 e 13 genes MBD nos
genomas de eurosids | - soja e feijao, respectivamente. Os dois eventos de
duplicacdo do genoma inteiro (Whole Genome Duplication - WGD) vivenciados pela
soja contribuiram para gerar o dobro de genes MBD em comparacéo com o feijao-
comum. De oito pares de paralogos de MBD encontrados no genoma da soja, um
par (GmMBD2a-GmMBD2) possivelmente se subfuncionalizou apos sua recente
divergéncia corroborada com os diferentes perfis de expressdo desse par génico
em dados de RNA-seq. MBD9 pode ter surgido apds a hexaploidizacdo de

eudicotiledbneas, uma vez que a Aquilegia coerulea (eudicotiledonea basal) ndo

Xii



apresentou proteinas MBD como outras MBD9. Os residuos de amino&cidos Arg
(R), Asp (D), Tyr (Y) e Arg (R) séo altamente conservados no dominio MBD de
MBD2 e MBD4 de humanos, soja, Arabidopsis, feijao-comum, tomate, batata,
Amborela trichopoda, e Aquilegia coerulea, sendo possivelmente responsavel pela
ligacdo a mCpG e mCpA em plantas. No entanto, MBD9 de soja, feijao-comum e
Arabidopsis sofreram substituicbes nesses quatro residuos, sugerindo a ndo
interacdo dessa proteina no contexto mCpG ou mCpA, mas uma possivel
associagao com heterocromatina como MBD5 e MBD6 de humanos. No segundo
capitulo, sementes de soja foram germinadas e crescidas in vitro durante sete dias
com e sem o inibidor da metilacdo do DNA, 5-azacitidina (5-azaC). Os dados
biométricos mostraram que o 5-azaC néo afetou a germinacdo de sementes de
soja. Entretanto, afetou o desenvolvimento da radicula a partir do segundo dia de
desenvolvimento. Em sete dias de tratamento, raizes com 5-azaC apresentaram
interrupg&o no crescimento radicular e morfologia anormal. Em raizes, o tratamento
com 5-azaC modulou a expressao de genes envolvidos com a via RNA direct DNA
Methylation (RdDM), mas ndo o gene MET1 relacionado a manutencdo da
metilacdo do DNA. A andlise prote6mica identificou um total de 1.205 proteinas,
sendo 66 destas up-acumuladas e 45 proteinas down-acumuladas em raizes
tratadas com 5-azaC comparativamente ao controle, 13 proteinas Unicas em raizes
tratadas com 5-azaC e 3 proteinas Unicas em raizes controle. O 5-azaC reduziu o
conteudo das poliaminas, putrescina e cadeverina, em raizes. Além disso, reduziu
também o nivel de ABA enddgeno e a emisséo de etileno, mas aumentou o nivel
de AIA. Os resultados obtidos neste trabalho fornecem uma compreenséo
importante do papel da metilacdo do DNA e conservacdo da familia de proteinas

MBD no genoma de soja ha germinacao e desenvolvimento de plantulas de soja.

Palavras-chave: Metilacdo do DNA; MBD; desenvolvimento da soja; Expressao
génica; conservacao; 5-azacitina.
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ABSTRACT

COELHO, Fernanda Silva; D.Sc. North Fluminense State University Darcy Ribeiro;
May 2022; DNA METHYLATION IN SOYBEAN: CHARACTERIZATION OF DNA
METHYLATION “READER” PROTEINS AND EFFECT OF METHYLATION ON
GERMINATION AND SEEDLING DEVELOPMENT; Advisor: D.Sc. Clicia Grativol
Gaspar de Matos; Committee members: D.Sc. Antdnia Elenir Amancio Oliveira and
D.Sc. Messias Gonzaga Pereira.

DNA methylation is a conserved epigenetic marker which is crucial for regulating
gene expression and maintaining genome stability in plants and mammals. In this
study, we analyzed the evolution and conservation of DNA methylation reading
proteins in the soybean genome and understand the influence of DNA methylation
on the germination and development of soybean seedlings. In the first chapter,
bioinformatics analyzes were performed to identify and annotate with Methyl-CpG
Binding Domain (MBD) genes in the genomes of soybean and common bean. The
two Whole Genome Duplication (WGD) events experienced by soybean contributed
to generating twice as many MBD genes as common beans. We identified 21 and
13 MBD genes from the eurosids | genome - soybeans and beans, respectively. Of
eight pairs of MBD paralogs found in the soybean genome, one pair (GmMBD2a-
GmMBD2) was possibly underfunctionalized after its recent divergence
corroborated with the different expression profiles of this gene pair in RNA-seq data.
MBD9 may have arisen after the hexaploidization of eudicots, since Aquilegia
coerulea (basal eudicots) did not present MBD proteins like other MBD9s. The

amino acid residues Arg (R), Asp (D), Tyr (Y), and Arg (R) are highly conserved in
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the MBD domain of MBD2 and MBD4 from humans, soybean, Arabidopsis, common
bean, tomato, potato, Amborela trichopoda, e Aquilegia coerulea, possibly being
responsible for binding to mCpG and mCpA in plants. However, MBD9 from
soybean, common bean, and Arabidopsis underwent substitutions in these four
residues, suggesting the non-interaction of this protein in the mCpG or mCpA
context, but a possible association with heterochromatin as MBD5 and MBD6 from
humans. In the second chapter, soybean seeds were germinated and grown in vitro
for seven days with and without the DNA methylation inhibitor, 5-azacytidine (5-
azaC). The biometric data showed that 5-azaC did not affect soybean seed
germination. However, it affected radicle development from the second day of
development. In seven days of treatment, roots with 5-azaC showed interruption in
root growth and abnormal morphology. In roots, 5-azac treatment modulates the
expression of genes involved in the RNA direct DNA Methylation (RdDM) pathway,
but not the MET1 gene related to the maintenance of DNA methylation. Proteomic
analysis identified a total of 1205 proteins, 66 up-accumulated and 45 down-
accumulated in roots treated with 5-azaC compared to control, 13 proteins unique
in roots treated with 5-azaC and 3 proteins unique in roots treated with 5-azaC. 5-
azaC reduced the content of polyamines - putrescine and cadaverine - in roots. 5-
azaC reduced the content of polyamines, putrescine, and cadaverine in roots. The
results obtained in this work provide an important understanding of the role of DNA
methylation and conservation of the MBD protein family in the soybean genome in

the germination and development of soybean seedlings.

Keywords: DNA; methylation; MBD; soybean development; Gene expression;
conservation; 5-azacytidine.
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1. INTRODUCAO

A epigenética refere-se principalmente a mudancas na molécula de DNA
gue nao alteram a sequéncia de nucleotideos. As marcas epigenéticas, como a
metilacdo do DNA, modificacfes de histonas e pequenos RNAs (SRNAs) tém sido
cada vez mais explorados com a intencdo de compreender como essas
modificacdes epigenéticas podem atuar na regulacao de genes e regides repetitivas
(Law e Jacobsen, 2010). A marca epigenética mais amplamente estudada que é
envolvida no processo de controle epigenético da expressdo génica em plantas é
a metilacdo do DNA (Bond e Finnegan, 2007). A metilacdo do DNA é conservada
em plantas e animais, a qual desempenha papel fundamental na estabilidade do
genoma, no desenvolvimento e em varios fendbmenos, tais como o imprinting
genbmico, para mutacao e inativacdo do cromossomo X (He; Chen; Zhu, 2011; Law
e Jacobsen, 2010).

Os niveis de metilacdo do DNA durante o desenvolvimento e reproducéo
de plantas e animais sdo determinados por reacfes de metilacdo e desmetilacédo
gue ocorrem em um processo coordenado. A metilacdo do DNA é um tipo de
modificacdo epigenética relacionada a adicdo de um grupamento metil no quinto
carbono do anel de citosinas. Em plantas e animais, a citosina é primariamente
metilada no contexto do dinucleotideo CG. Nas plantas, a metilacdo de citosina
pode ser encontrada em trés contextos diferentes: CpG, CpHpG e CpHpH (H pode
ser A, C ou T) (He; Chen; Zhu, 2011; Law e Jacobsen, 2010). Na planta modelo,

Arabidopsis thaliana, os niveis de metilacdo simétrica de CpG sdo mantidos por



ortélogos de DNA Metiltransferases (DNMT1), a DNA METHYLTRANSFERASE 1
(MET1) durante a replicacdo do DNA (Law e Jacobsen, 2010).

O padrédo de metilacdo do DNA pode ser lido por uma familia de proteinas
evolutivamente conservadas com um dominio de ligacdo ao metil-CpG (MBD),
sendo considerada um componente importante no silenciamento transcricional
mediado pela metilacdo (Zemach e Grafi, 2006). Essa proteina é altamente
conservada em plantas e animais, e sao capazes de reconhecer os locais metil-
CpG e recrutar remodeladores de cromatina, histona desacetilases, histona
metiltransferases ou IDM1-IDM2-IDL1 reprimindo ou ativando a transcricdo (Lang
et al., 2015; Mehrnaz e Wade, 2006).

A soja é uma das principais “commodities” produzidas e comercializadas
no mundo. Seus graos possuem alto teor proteico e consideravel teor de 6leo que
a torna essencial para utlizagdo na industria alimenticia e na fabrica de
biocombustiveis. O Brasil ocupa a posi¢cao de maior produtor mundial de grao
(CONAB, 2022). Alguns estudos sobre o perfil de metilacdo do DNA em soja foram
publicados. An et al. (2017) e Song et al. (2013) mostraram o perfil de metilacédo do
DNA durante o desenvolvimento de sementes e em diferentes orgaos (raiz, caule,
folhas de soja e cotilédones) de soja, respectivamente. Kim et al. (2015) realizaram
uma analise comparativa de metilacdo do DNA em tecidos de folha e raizes de soja
e feijao. No entanto, nenhum dos trabalhos citados abordou o papel da metilacdo
do DNA na germinacdo e no desenvolvimento de plantulas de soja. Sendo a
semente o ponto de partida para a multiplicacdo das espécies e a base de toda a
produtividade agricola, faz-se necessario garantir a homogeneidade e a
uniformidade no processo germinativo e desenvolvimento da plantula, justificando-
se a prioridade dirigida para compreender a regulacdo envolvida no processo de

desenvolvimento da planta.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Analisar a conservacdo e evolugdo de proteinas MBD no genoma de
plantas e o efeito da metilacdo do DNA na germinacdo e desenvolvimento de

plantulas de soja.

2.2. Objetivos especificos

- ldentificar e caracterizar genes MBD (leitores da metilacio do DNA) no
genoma de leguminosas, principalmente soja.

- Analisar a conservacao e evolucao das proteinas MBD em plantas.

- Analisar a expressao dos genes MBD em diferentes tecidos de soja usando
dados de RNA-Seq e por RT-gPCR.

- Avaliar o efeito da metilagcdo do DNA na germinacdo e em plantulas de soja
tratadas e nao tratadas com inibidor da metilagdo do DNA (5-azaC).

- Quantificar os niveis de expressdo de genes envolvidos na regulacéo
epigenética em plantulas tratadas e néo tratadas com 5-azaC.

- ldentificar e comparar proteinas diferencialmente acumuladas em raizes de
plantulas tratadas e nédo tratadas com 5-azaC.

- Quantificar os niveis endégenos de Poliaminas (PAs), Acido Abscisico (ABA),
acido indol acético (AlA) e etileno em plantulas de soja tratadas e ndo tratadas com

5-azac.



3. CAPITULOS

3.1. EVOLUGCAO E CONSERVACAO DAS PROTEINAS DA FAMILIA COM
DOMINIO DE LIGAGCAO AO METIL-CPG (MBD) EM PLANTAS

3.1.1. INTRODUCAO

Marcas epigenéticas coordenam a expressao de milhares de genes de
maneira hereditaria, sem alterar a sequéncia de DNA subjacente (Henderson e
Jacobsen, 2007). A metilacdo do DNA e modificacdes de histonas e pequenos
RNAs sdo as principais marcas epigenéticas estudadas em plantas (Law e
Jacobsen, 2010; Bouyer et al., 2017; Zhang et al., 2018).

A metilacdo do DNA é uma marca epigenética que atua nos residuos de
citosina. E uma modificacdo covalente do DNA que é herdada na fita de DNA
parental através de cada ciclo de replicacdo do DNA. Em mamiferos, a metilacédo
da citosina ocorre exclusivamente no contexto CpG. A metilacdo do DNA no
genoma de plantas ocorre em trés contextos de sequéncia: CpG, CpHpG e CpHpH
(onde H=A, Cou T) (Law e Jacobsen, 2010; Bouyer et al., 2017; Zhang et al.,
2018) e contribui para a regulacdo da expresséo génica durante o desenvolvimento

da planta e resposta a estresses (Fransz e De Jong, 2002; Zilberman et al., 2007;



Zhang et al., 2010b; An et al., 2017; Kawakatsu et al., 2017; Kumar e Mohapatra,
2021).

A metilacdo do DNA esta envolvida na regulacdo de elementos
transponiveis (TEs), reproducdo, imprinting génico, comunicacao intercelular e
interacdes genOmicas (Matzke e Mosher, 2014). A metilagdo do DNA no promotor
de genes codificadores de proteinas e microRNAs geralmente causa repressao
transcricional, embora relatos recentes apontem para um possivel papel da
metilagdo do DNA na ativagao transcricional de genes (Zilberman et al., 2007;
Hewezi et al., 2017; Huang et al., 2019; Rambani et al., 2020).

Existem trés classes de proteinas que reconhecem a metilacdo do DNA:
proteinas leitoras, escritoras e apagadoras da metilagdo (Grimanelli e Ingouff,
2020). Na classe das leitoras estéo as proteinas que contém um dominio de ligacao
ao Metil-CpG (MBD). Essas proteinas estdo envolvidas no reconhecimento de
metil-citosinas e ativam uma cascata de sinalizacdo que induz a formacao de
heterocromatina ou eucromatina, regulando assim a expressao génica (Qu et al.,;
Ito et al., 2003; Clouaire e Stancheva, 2008; Scarsdale et al., 2011). Em animais e
plantas, a familia de proteinas MBD é capaz de reconhecer sitios CpG metilados e
recrutar remodeladores de cromatina, tais como histonas desacetilases e histonas
metiltransferases para reprimir a transcricdo (Zemach e Grafi, 2006; Grafi et al.,
2007; Prasad et al., 2018; Grimanelli e Ingouff, 2020).

As proteinas MBD ja foram descritas em animais (Hendrich e Tweedie,
2003; Dhasarathy e Wade, 2008; Menafra e Stunnenberg, 2014) e em plantas
(Zemach e Grafi, 2003; Peng et al., 2006; Yaish et al., 2009; Ramiro-Merina et al.,
2013; Prasad et al., 2018; Qian et al., 2020). Apesar de um numero crescente de
trabalhos de proteinas MBD em plantas, a analise de conservacdo das proteinas

MBD no genoma de soja e feijao permanece inexplorado.

3.1.2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1.2.1. Metilagdo do DNA



A metilagdo da citosina é uma marca epigenética conservada que regula a
expressdo génica, estabilidade do genoma e imprinting gendmico em plantas,
fungos e animais (Law e Jacobsen, 2010; Liu et al., 2014). Em animais, a metilagao
em 5mC ocorre predominantemente em um contexto de CpG simétrico pela acédo
DNA metiltransferasel (Dnmtl) ou DNA metiltransferase3 (Dnmt3) (Li, 2002). Os
CpG metilados sédo encontrados principalmente perto de promotores de genes em
ilhas CpG (Law e Jacobsen, 2010).

Nas plantas, a metilacéo da citosina pode ser encontrada em trés contextos
diferentes: CpG, CpHpG e CpHpH (H sendo A, C ou T) (Law e Jacobsen, 2010; He
etal., 2011). A manutencéo da metilacdo do CpG em plantas é catalisada pela DNA
MET1, um ortélogo de Dnmtl em mamiferos. Uma enzima especifica da planta,
CHROMOMETHYLASE 2 e 3 (CMT2 e CMT3), é necesséaria para a metilacdo no
contexto CHG (Vongs et al., 1993; Law e Jacobsen, 2010). O estabelecimento da
metilacdo de novo no contexto de CHH é realizado por DOMAINS REARRANGED
METHYLTRANSFERASES 2 (DRM2). Essa enzima também pode catalisar a
metilacdo no contexto CpG (Law e Jacobsen, 2010; Zemach et al., 2013).

A metilacdo do DNA é conhecida por ser um importante regulador dos
processos bioldgicos e a interrupcdo na homeostase da metilacdo do DNA leva a
varias anormalidades no desenvolvimento de plantas e animais (Slotkin e
Martienssen, 2007; Lang et al., 2017). E envolvida também no silenciamento
transcricional de TEs, contribuindo assim para a preservacdo da integridade do
genoma, bem como na regulacdo de genes especificos, como 0s sujeitos a
imprinting génico (Law e Jacobsen, 2010).

A hipermetilacdo em regides promotoras ricas em CG pode levar a reducao
da expressdo génica. SONG et al. (2013) mostraram que no genoma de soja ha
extensa metilacio do DNA no contexto CG. Em diferentes érgdos, como
cotilédones, folhas, caules e raizes existem regifes diferencialmente metiladas
(DMRs). Mostraram também que a metilacdo na regido promotora de genes em
soja inibiu a expressdo génica. Entretanto, a desmetilacdo do DNA em regides
promotoras ricas em dinucleotideos CG leva ao aumento da expressao génica

(Bouyer et al., 2017; Kawakatsu et al., 2017).



3.1.2.2. Proteinas com Dominio de Ligacdo ao Metil-CpG (MBD) em animais e

plantas

O padrao de metilacdo do DNA pode ser lido por uma familia de proteinas
evolutivamente conservada com um dominio de ligacdo metil-CpG (MBD), que é
considerado um componente importante no silenciamento transcricional mediado
por metilacdo (Zemach e Grafi, 2006; Grimanelli e Ingouff, 2020).

Em plantas e animais, as proteinas contendo o dominio de ligacdo metil-
CpG sao capazes de reconhecer sitios CpG metilados e recrutar remodeladores de
cromatina, como histonas deacetilases e histonas metiltransferases para reprimir a
transcricdo (Hendrich et al., 1999; Zemach e Grafi, 2006). Em mamiferos, foram
relatados sete membros da familia MBD, MeCP2, MBD1, MBD2, MBD3, MBD4,
MBD5 e MBD6 (Hendrich e Tweedie, 2003; Dhasarathy e Wade, 2008; Menafra e
Stunnenberg, 2014). As proteinas MBD, exceto MBD3, ligam-se a dinucleotideos
CpG metilados (MCpG). MBD3 néo reconhece seletivamente o0 mCpG devido a
substituicdo de um residuo critico de tirosina-34 por fenilalanina no dominio MBD
(Fraga et al., 2003).

A familia MBD se associa a co-repressores que podem atuar na formacao
tanto de heterocromatina quanto de eucromatina, dependendo do membro da
familia (Fatemi and Wade, 2006). O MeCP2, além da participacéo na repressao da
transcricdo, também se associa a ativacao transcricional de uma ampla gama de
genes (Chahrour et al., 2008). Um estudo de NMR de MBD2 ligado a um DNA
metilado mostrou que a alta afinidade de MBD2 para um 5mC depende da guanina
no dinucleotideo mCpG (Scarsdale et al., 2011). O MBD4 esta envolvido no reparo
do DNA como uma glicosilase que extirpa bases de timina incompativeis em locais
CpG e na repressao transcricional. O dominio MBD de MBDA4 liga-se a pares de
bases incompativeis T/G que resultam na desaminacdo assimétrica de 5mC de
dinucleotideos 5mCG/5mCG (Hendrich et al., 1999). MBD4 também reconhece a
sequéncia 5mCG/5mCG através de residuos de arginina conservados, sendo
analogo ao dominio MBD de MBD1, MBD2 e MeCP2 (Otani et al., 2013).

Em plantas, a familia MBD foi caracterizada pela primeira vez no genoma
de Arabidopsis thaliana, que codifica 13 proteinas MBD (Zemach e Grafi, 2003).
Das 13 proteinas, apenas trés, AtMBD5, AtMBD6 e AtMBD7, ligam-se

especificamente a sitios CpG metilados in vitro (Scebba et al., 2003; Zemach e



Grafi, 2006). MBD4 em Arabidopsis € designado como um putativo MBD4
(semelhante a MBD4 de humanos) (Ramiro-Merina et al., 2013). O MBD4-like de
Arabidopsis desempenha uma importante fungcéo de exciséo de uracil e timina em
oposicao a guanina, conferindo protecéo ao genoma da planta das consequéncias
mutagénicas da desaminacdo de citosina e 5-metilcitosina (Ramiro-Merina et al.,
2013). Em Arabidopsis, MBD9 é a maior proteina e possui multiplos dominios
associados a regulacdo da cromatina além do MBD. AtMBD9 controla o tempo de
floracdo e ramificacdo axilar através de vias epigenéticas duplas de metilacdo de
DNA e acetilacdo de histonas (Peng et al., 2006; Yaish et al., 2009). J& AtMBD7
forma um complexo proteico ao interagir com IDM2, IDL1 e IDM1 in vivo. Este
complexo recruta REPRESSOR OF SILENCING 1 (ROS1), que desempenham um
papel importante na acetilacéo de histonas e desmetilagcéo ativa do DNA, regulando
a supressao do silenciamento de genes em alguns loci (Lang et al., 2015).

Springer e Kaeppler (2005) analisaram a evolucdo da MBD em Arabidopsis,
arroz e milho, com sequéncias derivadas de ESTs, no caso do milho.
Recentemente, um estudo identificou 14 MBD (ZmMBD) no genoma do milho e
observou que ZmMBD11 exibia atividade de ligacdo ao DNA in vitro (Qian et al.,
2020). Da mesma forma, em tomate (Solanum lycopersicum) foram identificados 18
possiveis genes que codificam proteinas contendo dominio MBD (Prasad et al.,
2018).

3.1.2.3. Evolucédo, conservacdo e eventos de duplicacdo no genoma de

leguminosas

Os genomas de diferentes plantas modernas derivam de repetidos
episédios de duplicacdo do genoma inteiro (WGD). WGD ou poliploidia, € um
fendmeno prevalente na histéria evolutiva das plantas e é particularmente difundido
nas angiospermas (Cui et al., 2006; Jaillon et al., 2007). Muitas plantas diploides
modernas passaram por um ou mais eventos de poliploidia e possuem vestigios de
multiplas rodadas de poliploidia (Blanc e Wolfe, 2004; Adams e Wendel, 2005).
Comparacdes entre genomas de leguminosas revelaram que leguminosas da
grande subfamilia Papilionoideae sofreram duplicacdo do genoma inteiro (Cannon

et al., 2006). Estima-se que esse evento de duplicacdao compartilhado mais antigo



tenha ocorrido por volta de 56 a 65 milhdes de anos atrds (Mya) (Fawcett et al.,
2009; Cannon et al., 2010).

Soja (Glycine max) e o feijao-comum (Phaseolus vulgaris) estdao no
subclado Eurosids | no nacleo das eudicotiledéneas. Essas duas leguminosas
compartilharam um evento WGD cerca de 59 milhdes de anos atras (Mya). No
entanto, o genoma de soja passou por mais uma rodada de WGD cerca de 13 Mya
(Schmutz et al., 2010). Aproximadamente 75% dos genes da soja pertencem a
familias multigénicas devido aos dois WGD (Coneryz, 2000).

A duplicacdo de todo o genoma, a duplicacdo de genes em tandem e a
duplicacdo segmentar geram pares de genes paralogos. Arabidopsis, arroz e
Populus, soja, feijdo-comum, dentre outros, sado espécies com sequéncias
gendbmicas completas e isso possibilita diferenciar duplicagcbes do genoma inteiro
de duplicacbes segmentares e em tandem mapeando localiza¢cées cromossémicas
de genes duplicados ou blocos de genes (Simillion et al., 2002; Blanc et al., 2003;
Bowers et al., 2003; Paterson et al., 2004; Schmutz et al., 2010). Apos a duplicacao
do gene, alguns paralogos séo silenciados e eventualmente eliminados, enquanto
muito dos paralogos preservados podem estar sujeitos a alteracdes na sequéncia
de DNA ou expressao génica levando a subfuncionalizacdo ou neofuncionalizacao
(Adams et al., 2003; Wang et al., 2004).

3.1.3. MATERIAL E METODOS

3.1.3.1. Identificacdo e anotagcdo de genes MBD no genoma de soja e feijao-

comum

Para identificar e anotar os genes MBD nos genomas de soja e feijao, foi
realizada uma busca no genoma de soja e feijao disponivel no banco de dados

foram obtidos do Phytozome (v11) (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html).

Foi utilizado como referéncia sequéncias relacionadas a genes MBD ja anotados
no organismo modelo, Arabidopsis thaliana. O perfil Hidden Markov Model (HMM)

do dominio MBD do banco de dados Pfam (https://pfam.xfam.org/) foi usado em

uma busca de alinhamento para proteinas MBDs. Todas as sequéncias foram
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submetidas a andlise para confirmar a presenca do dominio MBD. As sequéncias
sem dominio MBD foram excluidas. A homenclatura dos possiveis genes MBD em
soja e feijdo concorda com seus genes ortélogos em Arabidopsis.

3.1.3.2. Similaridade entre proteinas MBD de diferentes espécies
Para analisar a porcentagem de similaridade entre proteinas MBD de

diferentes espécies em plantas e humanos, foi utilizado a ferramenta online

Circolleto (http://tools.bat.infspire.org/circoletto/).

O logotipo foi criado usando a ferramenta online Weblogo
(http://weblogo.berkeley.edu/logo.cqi).

3.1.3.3. Estrutura génica e proteica de MBD

A estrutura éxon/intron de cada MBD foi criada comparando a sequéncia
de codificacdo e a sequéncia genémica no Gene Structure Display Server (GSDS)

2.0 (http://gsds.gao-lab.org/) (Hu et al., 2015). As estruturas das proteinas MBDs

foram realizadas utilizando a sequéncia primaria de aminoacidos de cada proteina

(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html) e analisando a presenca dos

dominios no Pfam (https://pfam.xfam.orq/).

3.1.3.4. Andlisededuplicacdo de genes e estimativa de taxas de substituicao
ka/ks

Para detectar a influéncia da selecdo nos genes GmMBD e PvMBDs, a
razao do namero de substituicdes causando substituicbes de aminoacidos - locais
nao sindnimos (ka) - foi dividida pelo nimero de substituicbes silenciosas - sitios
sinbnimos (ks). O tempo de divergéncia (Milhdes de anos atras (Mya)) foi estimado
usando T =Ks/2A (A=6.5x 10°) x 10°® Mya (Lynch e Conery, 2000). A duplicacdo
e divergéncia de cada gene foram calculadas a partir da taxa entre a mutacao do
sindnimo de substituicdes do sitio A pelo ano do sinénimo. A duplicacdo genémica
foi avaliada no Plant Genome Duplication Database

(http://chibba.agtec.uga.edu/duplication/) e Soybase (http://www.soybase.org/).
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3.1.3.5. Andlise daregido promotora

Para a andlise do promotor dos genes GmMBD dos paralogos, utilizou-se

a ferramenta M-vista (http://genome.lbl.qov/vista/mvista/submit.shtml). Para

identificacdo dos sitios de ligacdo dos fatores de transcricdo na regido promotora,
utilizou-se a ferramenta PlantPan2.0

(http://plantpan?2.itps.ncku.edu.tw/promoter.php).

3.1.3.6. Perfil de expressao dos genes GmMBD paralogos

Para analisar o perfil de expressdo dos GmMBD paralogos, foi utilizado
dados de RNA-seq disponiveis no Atlas de Expressdao da Soja

(http://Ivenanciogroup.uenf.br/cgi-bin/gmax_atlas/search_gene_list.cqgi) (Machado

et al., 2020). A andlise da expressdo do gene MBD foi realizada em diferentes
tecidos de soja como cotilédone, semente, tegumento, embrido (germinacao do
embrido e desenvolvimento embrionario), flor, vagem, plantula, raiz, endosperma,
folhas, hipocotilo, parte aérea, inflorescéncias e nédulo. Os dados de expressao
foram plotados com a ferramenta online Heatmapper

(http://www.heatmapper.ca/expression/) com valores log2-TPM.

3.1.3.7. Andlise filogenética dos genes MBD

Para investigar as relacdes filogenéticas e a evolugdo molecular da familia
MBD em soja, foi realizado um alinhamento de multiplas sequéncias das proteinas
MBD de soja, Arabidopsis, feijao-comum, tomate, batata e milho usando o MUSCLE
com os parametros padrao no software Jalview (Waterhouse et al., 2009). A arvore
filogenética foi construida no software IQTREE (Trifinopoulos et al., 2016) usando
maxima verossimilhanca e (VT) - modelo + Gamma distribuido (G) e com 1000
repeticbes. A arvore filogenética foi editada no FigTree v1.4.3

(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).
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3.1.3.8. Modelagem molecular de AtMBD, GmMBD, PvMBD e MBD de humanos

e sua interacao com metil-CpG

Para identificar proteinas MBD mais semelhantes realizou-se uma
pesquisa no algoritmo Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (Altschul et al.,
1990). As sequéncias proteicas selecionadas foram submetidas ao SWISS-MODEL
(Biasini et al., 2014), para identificar os templates mais precisos para modelagem
molecular, levando em consideracdo a identidade da sequéncia, cobertura e
resolucdo do modelo. Estruturas cristalinas de alta resolucdo de proteinas
homologas foram baixadas do Protein Data Bank (PDB) (Berman et al., 2000).

O template escolhido como modelo para modelagem molecular foi o MBD
de frango (PDB ID 2KY8). As sequéncias obtidas e AtMBD, GmMBD, PvMBD, MBD
de humanos, SiMBD, PgMBD, foram alinhadas usando MUSCLE, adotando
parametros padrao no software Jalview (Waterhouse et al., 2009), verséo 2.10.2.

A modelagem molecular foi realizada usando Modeller (Webb e Sali, 2016)
no software Chimera versédo 1.13 (build 41376) ) (Pettersen et al., 2004; Webb e
Sali, 2016) usando o PDB ID 2KY8 (Scarsdale et al., 2011) como estrutura como
modelo. O modelo molecular foi visualizado em PyMOL v1.3
(https://www.schrodinger.com/pymol). A validacdo da qualidade do modelo foi
realizada com o] PROCHECK hospedado no SAVES
(http://services.mbi.ucla.edu/SAVES/).

3.1.3.9. Extracdo de RNA, construcédo de cDNA e expressao por RT-gPCR

O RNA total foi isolado das folhas e do eixo embrionario com Trizol®
(Invitrogen) de acordo com as instrucdes do fabricante. A concentracdo e
integridade do RNA foi medida usando um espectrofotbmetro NanoDrop™
2000/2000c (Thermo Fisher Scientific). Amostras de RNA com razdes 260/280 e
260/230 de 1,8-2,0 foram usadas para 0s experimentos posteriores. O RNA
também foi verificado por eletroforese em gel de agarose 1,5% com coloragdo com
brometo de etidio.

O cDNA foi construido usando 4 pg de RNA usando o kit GoScript™
Reverse (Promega) de acordo com o protocolo do fabricante. Para analisar a
expressdo génica, as reacdes de RT-gPCR foram realizadas com SYBR Green

PCR Master Mix (Applied Biosystems). A RT-gPCR foi realizada utilizando o
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Applied Biosystems Step OneTM Real-Time PCR Systems, de acordo com o
fabricante, em placa de 48 poc¢os com volume final de 15 pl, contendo 0,75 pul de
cada primer direto e reverso, 7,5 de SYBR Green, 3 ul de cDNA e 3 pl de agua
ultrapura. Os iniciadores (primers) foram construidos usando a ferramenta Oligo
Analyzer da Integrated DNA Technologies (IDT) (Tabela S1). A expresséo relativa
das amostras foi quantificada com o calculo de 2-AACT conforme descrito
anteriormente (Rao et al., 2013), utilizando o gene MED37 de soja como controle
interno (Machado et al., 2020)

3.1.4. RESULTADOS

3.1.4.1. Identificacédo e caracterizacdo das proteinas MBD no genoma de soja

e feijdo-comum

A busca pelo perfil HMM do dominio MBD em genomas de soja e feijao
revelou 21 e 13 genes MBD, respectivamente (Tabela 1). Esses genes MBD foram
designados como GmMBDs e PvMBDs, de acordo com seus ortdlogos em
Arabidopsis (Tabela S1). O comprimento do gene, nimero de éxons, identificacéo
UniProt, comprimento da proteina, niumero de dominio MBD, posicéo e tamanho,
presenca de outros dominios e localizacdo cromossémica dos genes GmMBD e
PvMBD sao descritos na Tabela 1. As sequéncias dos genes MBD dessas duas
espécies variaram cerca de 2.000 bp a 14 kb com dois a 11 éxons (Tabela 1). A
maioria das proteinas MBD de soja e feijdo apresentaram um dominio MBD

localizado preferencialmente na regidao N-terminal (Tabela 1).



Tabela 1: Genes MBD no genoma da soja e do feijao e caracteristicas de sequéncia das proteinas correspondentes.

Tamanho NuUmero Tamanho Quantidade Posicao do
Identificagcdo go  Nome do Identificagéo das - a0 Outros
gene gene do Gene de UniProt proteinas dominios dominio dominios Chr
(bp) éxons (aa) MBD MBD
Glyma.01G002200 GmMBD2a 4153 4 K7K117 312 1 171 - 230 CW;%%ZE'”C 1
Glyma.02G150300 GmMBD4a 2917 2 C6TGT6 177 1 87 - 152 CW;%%ZE'”C 2
Glyma.04G101200 GmMBDS8a 8205 3 K7KJ99 863 1 282 - 325 0 4
Glyma.04G154300 GmMBD10a 4856 2 AOAOROKSM4 332 1 66 - 126 0 4
Glyma.04G154500 GmMBD10b 4971 2 11JWB8 292 1 17 - 81 0 4
Glyma.05G205100 GmMBD13a 7522 7 K7KS48 1209 2 ggo'_lg% 0 5
Glveine may GYma.08G102900 GmMBDSb 7781 3 K7KUB3 871 1 290 - 333 0 6
Y Glyma.06G217500 GmMBD10c 5789 2 11KDC1 305 1 17 - 81 0 6
Glyma.06G224300 GmMBD10d 4752 2 C6TOF2 306 1 16 - 81 0 6
Glyma.06G224700 GmMBD10e 5543 2 K7KWNS5 306 1 17 - 81 0 6
Glyma.07G118700 GmMMBD7a 7405 5 11KJIG1 251 1 40 - 100 0 7
Glyma.07G130300 GmMBD2b 4133 4 11KIW5 309 1 171-230 ZHCW(CW-type
Zinc Finger)
Glyma.08G012000 GmMBD13b 7142 7 11KP74 1122 2 2328'_1%4 0 8
Glyma.10G023600 GmMBD4b 2611 AOAOROHXA8 103 1 103 - 168 Zf'gx\é (F?Xé;?’)pe 10
Glyma.11G025500 GmMBD13c 3430 K7LMQ4 160 1 87 - 132 0 11
PHD-finger;
Bromodomain;
Glyma.13G170000 GmMBD9a 14784 11 11M022 2202 1 247-299 ~ PHDAinger; g
. WSTF, HB1,
Itclp, MBD9
motif 1
Glyma.13G333300 GmMBD7b 3060 5 IIMA4T4 282 1 58 - 106 0 13

Vi



Tabela 1 — Cont.

Tamanho Quantidade

Identifica¢&o go Nome do 'I('jamanho Numero Identificagcédo da de POS'Q‘?‘O.dO Outros
o Gene . . . o dominio P Chr
gene gene (bp) de éxons UniProt proteina  dominios MBD dominios
(aa) MBD
Glyma.13G365500 GmMBD10f 6517 2 11IM5U1 276 1 18- 80 0 13
Glyma.15G007700 GmMBD10g 2365 2 C6TKN4 275 1 18- 80 0 15
Glyma.16G194400 GmMBD13d 5408 6 K7MIH7 595 2 7‘51512/1 0 16
. PHD-finger;
Glycine max Bromodomain;
Glyma.19G010200 GmMMBDSb 14658 11 I1IN5T6 2175 1 235-286 [ HD-finger; 19
) WSTF, HB1,
ltclp, MBD9
motif 1
Phvul.004G177500  MBD2 4517 4 i 315 1 170 - 229 CW'F%%eerZ'”C 4
Phvul.007G168400  MBD4 2777 2 i 181 1 91-156 CW;%%‘ZE'”C
Phvul.004G006200 2783 5 - 251 1 54-103 0 4
Phvul.004G007200 2489 5 - 244 1 47-92 0 4
MBD7 scaff
Phvul.005G141400 2911 5 - 270 1 49-94 0 old 1
P. vulgaris 5
PHD-finger;
Bromodomain;
Phvul.004G017600 MBD9 14278 11 - 2204 1 246-297 WSTF, HB1, 4
ltclp, MBD9
motif 1
Phvul.009G031600 MBD8 8885 3 - 841 1 259-304 0 9
Phvul.009G205300 MBD10 5931 2 - 303 1 18-81 0 9
Phvul.010G155700 3524 2 - 288 1 18-79 0 1
Phvul.003G166200 MBD11 5184 2 - 341 1 41-104 0 3

a1



Tabela 1 — Cont.

Identificacédo do Nome do Tamanho  Ndmero Identificac&o Tamanho Quantidade  Posigdo do Outros
eng ene do Gene de UniPro% da proteina de dominios dominio dominios Chr
9 9 (bp) éxons (aq) MBD MBD
28-82/
Phvul.002G 155600 11383 11 1004 3 139-184/ 0 2
244-293
P. vulgaris MBD13 35-96/
Phvul.002G287000 6895 6 1225 2 996-275 0 2
7-57/
Phvul.004G117900 5094 6 579 2 75-121 0 4

9T
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Para obter mais informacdes sobre a estrutura do gene, foram comparadas
as sequéncias completas de genes e proteinas de GmMBDs e PvMBDs. Com base
nas estruturas intron-éxon e o dominio MBD em proteinas, foram encontradas 8
classes de MBDs em leguminosas (Figura 1 A e B). Com excecao da classe VIII
(MBD13), as demais classes foram designadas de acordo com a classe de
Arabidopsis MBD. A classe | anotada como MBD10 mostrou GmMBDI10 e
PvMBD10 com 2 éxons de comprimento semelhante e suas proteinas traduzidas
com um dominio MBD (Figura 1B). A classe VIl anotada como MBD8 possui apenas
um dominio MBD também, mas diferente do MBD10, as proteinas sao maiores com
cerca de 900 aminoacidos. As classes lll e Il anotadas como MBD2 e MBDA4,
respectivamente, diferem no nimero de éxons, embora ambas as classes tenham
apresentado dominio Zinc-finger além do MBD. A classe VI anotada como MBD 7
também possui apenas um dominio MBD. Foi observado que MBD7 apresentou
apenas um dominio MBD em soja e feijao, enquanto MBD7 de Arabidopsis
apresentou dois dominios MBD. Na classe VIII anotada como MBD13, a maioria
das proteinas possui dois dominios MBD. No entanto, o PvMBD13
(Phvul.002G155600) possui trés dominios MBD e o GmMBD13
(Glyma.11G025500) possui apenas um dominio MBD e tamanho menor,
comparado aos outros GmMBD13. Na classe V anotada como GmMBD9 e
PvMBD9, dois GmMBDs (Glyma.13G170000 e Glyma.19G010200) e PvMBDs
(Phvul.004G017600) apresentaram maior tamanho entre os genes MBD com cerca
de 13 kb de comprimento. Suas proteinas MBD apresentaram outros dominios além
do dominio MBD como PHD-finger, Bromodomain e WSTF, possivelmente

envolvidos no reconhecimento de caudas de histonas (Figura 1B).
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Figura 1: Estrutura génica e proteica de MBDs em soja e feijdo. (A) Estrutura génica de genes MBD em soja e feijéo. Exons
e introns foram representados por caixas e linhas, respectivamente. O tamanho dos éxons e introns pode ser estimado usando
a barra de escala na parte inferior. (B) Predi¢cdo de proteinas do dominio MBD. Os dominios sdo mostrados na legenda. O
comprimento e a posi¢do dos dominios podem ser estimados de acordo com a barra de escala.
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3.1.4.2. Eventos de duplicacdo dos genes MBD em soja e feijao

Comparados com Arabidopsis e feijao-comum, a soja apresentou pelo
menos o dobro dos genes da familia MBD. Para analisar a expansdo dos genes
MBD no genoma da soja, foi estimado o tempo de divergéncia dos MBDs da soja e
a taxa de substituicbes nao sinbnimas (ka) e sinbnimas (ks) para 8 pares de
paralogos (GmMBD2a/GmMBD2b; GmMBD4a/GmMBDA4b;
GmMBD8a/GmMBDS8Db; GmMBD9a/GmMBD9b; GmMBD10f/GmMBD10g;
GmMBD13a/GmMBD13b; GmMBD13a/GmMBD13c; GmMBD13c/GmMBD13b)
(Tabela 2). No genoma do feijao-comum, ndo foram encontrados paralogos de
genes PvMBD, sugerindo um impacto menor do evento WGD hé& aproximadamente
59 milhdes de anos (Mya).

As proporcoes dos valores de ka/ks para os pares de genes MBD variaram
de 0,11 a 0,67 e todos os pares de paralogos tém baixas razbes Ka/Ks < 1 (Tabela
2). Este indice sugere que os genes GmMBD duplicados estéo sob forte selecao
purificadora ou estabilizadora. Adicionalmente, pode-se estimar que o evento de
duplicacdo génica para 8 pares de paralogos MBD ocorreu entre 4,61 e 44,61 Mya
(Tabela 2). O par de genes paralogos GmMBD4a-GmMBD4b obteve o menor valor
de Ka/Ks (0,11) e o segundo menor tempo de divergéncia (6,92 Mya). Isso sugere
gue esse par de genes pode ter mantido suas funcdes apds os eventos de
duplicacdo. No entanto, o par de genes paralogos GmMBD2a-GmMBD2b obteve o
maior valor de Ka/Ks (0,67) e o menor tempo de divergéncia (4,61 Mya), este par
de genes pode ter perdido suas funcdes apds o processo de duplicacao (Tabela 2).
A duplicacdo dos genes GmMBD13a/GmMBD13c e GmMBD13c/GmMBD13b
ocorreu em torno de 45 milhdes de anos (Tabela 2). Isso mostrou que GmMBD13c
divergiu do outro GmMBD13 proximo ao primeiro evento de duplicacdo do genoma
da soja. Eventos de duplicacdo entre os outros pares de paralogos MBD (Tabela 2)
foram previstos para ocorrer entre 4,61 e 11,53 milhdes de anos, ap0s a segunda
duplicacdo do genoma da soja (Schmutz et al., 2010). Essa andlise sugere que a
expansdo da maioria dos paralogos ocorreu préximo a ultima rodada do WGD da

soja.
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Tabela 2: Taxas de substituicdes ndo sindnimas (ka) e sindnimas (ks) foram
estimadas para 8 pares de genes MBD paralogos.

Dados de duplicagcédo

Gene 1 Gene 2 Ka Ks Ka/Ks

(Mya)
GmMBD2a GmMBD2b 0,04 0,06 0,67 4,61
GmMBD4a GmMBD4b 0,01 0,09 0,11 6,92
GmMBD8a GmMBDS8b 0,04 0,09 0,44 6,92
GmMBD9a GmMBD9b 0,04 0,12 0,33 9,23
GmMBD10f GmMBD10g 0,06 0,15 0,4 11,53
GmMBD13a GmMBD13b 0,04 0,08 0,5 6,15
GmMBD13a GmMBD13c 0,29 0,57 0,51 43,84
GmMBD13b GmMBD13c 0,29 0,58 0,5 44,61

Considerando que os paralogos de GmMBD estdo sob forte selecéao
purificadora ou estabilizadora em soja, foi verificado se os pares de genes MBD
divergem em seus perfis de expressao em diferentes tecidos e 6rgaos ao longo do
desenvolvimento da soja. As expressées GmMBD foram mostradas em heatmaps
construidos com a expressdo em TPM transformado em log2 (Figura 2A). Foi
observado a formacé&o de trés grupos de expressao em tecidos e 6rgdos da soja e
um grupo externo - GmMBD13c - com baixo nivel de expressdo em todos os
tecidos. Os pares de genes GmMBD2a/GmMBD2b, GmMBD4a/GmMBDA4b,
GmMBD13a/GmMBD13b formaram um grupo. O par GmMBD2a/GmMBD2b é mais
expresso em raiz, vagem e inflorescéncia. Apesar de estarem no mesmo grupo,
GmMBD2a e GmMBD2b néo foram agrupados. GmMBD2b é mais expresso em
plantula, tegumento, folhas, cotilédone e embrido durante a germinacéo, enquanto
GmMBD2a apresentou baixa expressao nestes tecidos. O par de genes GmMBD4a
e GmMBDA4b apresentaram expressao semelhante em quase todos os tecidos, com
maior expressao de GmMBD4b em nddulo, semente, hipocétilo e embrido durante
a germinacdo. O par GmMBD13a e GmMBD13b também apresentou expressao
semelhante, com maior expressdo em nédulo, plantula e hipocétilo. Os pares

pardlogos GmMBD8a/GmMBD8b e GmMBD9a/GmMBD9b formaram um cluster e
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apresentaram baixa expressdo em quase todos os tecidos e 6rgdos da soja, exceto
para o par GmMBD8a/GmMBD8b em embrido durante a germinagcdo e o par
GmMBD9a/GmMBD9b no endosperma. O par GmMBD10f e GmMBD10g formaram
outro grupo e foram expressos em quase todos os tecidos, exceto no hipocétilo e
em embrido na germinacgao.

Para confirmar os perfis de expressao dos genes MBD, selecionou-se 0s
genes GmMBD2b, GmMBD9a e GmMBD10g (Figura 2 B e C). Os dados de RNA-
Seq (TPM) foram validados nos tecidos de eixo embrionario e folhas por RT-qPCR
(Figura 2 B e C). GmMBD2b foi mais expresso em folhas do que no eixo
embrionario (Figura 2 B e C). A expressao de GmMBD9 foi menor nas folhas do
gue no eixo embrionario (Figura 2 B e C). GmMBD10 foi consideravelmente mais
expresso em folhas do que no eixo embrionario (Figura 2 B).

Também foi analisado a conservacao da regido promotora de paralogos
GmMBD usando a ferramenta M-vista e identificou-se sitios de ligacdo para fatores
de transcri¢cdo na parte conservada da regido promotora dos pares GmMBD (Figura
2 D). GMBD4a e GmMBD4b mostraram um sitio conservado em seu promotor. Este
sitio € composto por alguns sitios de ligacéo de fatores de transcricdo, como: AT-
Hook, Homeodomain, TCR, MYB, WRKY e TBP. GmMBD9a e GmMBD9b
mostraram dois grandes sitios conservados em suas regides promotoras (Figura 2
D), com AT-Hook, Homeodomain, TCR, bZIP, EIN3, SOX, MYB, TBP e motivos de
ligacdo aos fatores de transcricio MADS-box. GmMBD10f e GmMBD10g
mostraram um sitio conservado e um perfil de expressédo semelhante, que é distinto
entre os outros GmMBD10 (Figura 1 e Figura S1). Este sitio é composto por sitios
de ligacao de fatores de transcricdo, como AT-Hook, Homeodomain, TCR, MYB,
WRKY e TBP. GmMBD13a e GmMBD13b mostraram um sitio inverso na regiao
promotora, que difere de GmMBD13c/d. Os motifs de ligacdo para AT-Hook,
Homeodomain, bHLH, bZIP, C2H2, EIN3, GATA, Myb, NAC, SBP, TBP e WRKY

foram encontrados na regido do promotor GmMBD13a/b.
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Figura 2: Perfil de expresséao e sitios conservados em regides promotoras de
pardlogos GmMBDs e validacdo de genes GmMBD diferencialmente expressos
no eixo embrionério e folhas de soja. (A) Perfil de expressao de genes GmMBD
paralogos em tecidos de soja. A barra de escala de cores na parte superior do mapa
representa os valores de TPM transformados em log2. (B) Dados de RNA-Seq (TPM)
de GmMBD2b, GmMBD9a e GmMBD10g no eixo embrionario e folhas de soja (C).
Perfil de expresséao por RT-gPCR e (D) Conservacao de regides promotoras de genes
GmMBD paralogos com conservacgao de sitios ao nivel de 70% de similaridade. Os
fatores de transcricdo conservados nas regifes promotoras foram identificados na
ferramenta online PlantPan.
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3.1.4.3. Andlise filogenética de proteinas MBD em plantas

Para investigar melhor a relacdo evolutiva entre sequéncias de proteinas
MBD em plantas, foi construido uma éarvore filogenética com sequéncias de
proteinas MBD de eudicotiledéneas - soja, feijao, Arabidopsis (Zemach e Grafi,
2003), tomate e batata (Prasad et al., 2018), e uma monocotiledonea — milho (Qian
et al.,, 2020). Adicionalmente, foram anotadas proteinas MBD de algas -
Chlamidomonas reinhardtii (Cre-2), angiosperma basal - Amborella trichopoda (Atr-
5) e eudicotileddnea basal - Aquilegia coerulea (Aco-11) (Tabela S2). Além dessas
sequéncias MBD, foram utilizadas seis proteinas MBD humanas (Figura 3).

De acordo com a distribuicdo filogenética, as proteinas MBD foram
agrupadas em 2 grupos maiores (Figura 3). No grupo | (azul), um cluster mais antigo
foi formado por representantes do MBD8 de eudicotileddneas, incluem Arabidopsis,
soja e feijao, duas proteinas MBD encontradas em algas (Cre) e quatro proteinas
MBD humanas. Um agrupamento formado por representantes de MBD2, MBD4 e
MBD10/11 nas plantas analisadas divergiu do MBD1 humano (Figura 3). Este
cluster também possui MBD1, MBD3 e MBD12 da Arabidopsis. A presenca de
MBDs de angiospermas basais, eudicotiledéneas basais, monocotiledéneas e
eudicotiledéneas dentro de aglomerados MBD2, MBD4 e MBD10/11 demonstraram
maior conservacao dessas classes em plantas.

O segundo grupo formado por MBD7, MBD9 e MBD13 (vermelho) divergiu
do grupo 1 (Figura 3). AtMBD6 e AtMBD5 néo possuem ortélogos em soja, feijao e
milho, mas formaram um grupo irmdo com tomate e batata. MBD7 apresentou
ortdlogos em todas as eudicotileddneas analisadas e nenhum representante em
monocotiledénea (milho) e angiosperma basal (Atr). Cinco proteinas Aco MBD
formaram um grupo externo com MBD5, MBD6, MBD7. No cluster MBD13, duas
proteinas MBD humanas (MBD2 e MBD3) estdo presentes como 0 grupo mais
externo mais proximo de Atr. MBD13 formou um cluster com representantes de
eudicotiledbneas, monocotiledéneas, angiospermas basais (Atr) e eudicotiledéneas
basais (Aco).

O cluster formado por MBD9 tem representatividade apenas em rosideos e
mostrou-se especifico para soja, feijdo e Arabidopsis. Apesar de duas proteinas
MBD de milho estarem filogeneticamente proximas das proteinas MBD9, elas néo
mostram a estrutura e os outros dominios além de MBD especificos de MBD9. Além

disso, foi verificado os genomas de dez monocotiledoneas e nenhum deles mostrou
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a presenca de proteinas MBD9 (Figura 3). A auséncia de proteinas MBD9 em Aco

sugere que MBD9 pode ter surgido apos o evento de hexaploidizacdo em

eudicotiledbneas.

o o 2 Lo R
53 E oo & o
R 22
3 2228883
< C‘}(L- %Eﬁ%ggga guﬁgm
3 h % EEG SR8 eFL 8
4 k% 2358053850055 8808y
o} ,*‘3;12%-6’%-'1%_19493;8"0:6@0&. M@?g
Og,j% X G’%%%@%@%E%EE g% ;ég"? 78 $§§£ .
T, O%‘-—‘ 2R e8a0 E5858 S
e 0 e e B B A B 2R a a0 AL S IS OSSP
0,y B B el N F PP 4,@?@%. o
x»'ci? }'}9‘5”:& 18 53 3 E e f SIS
0.9‘9“%] X ﬁ ‘\0
: -
3 e, 0 7 ‘@!ﬁh
Ny, Sy, 5
S ’“fﬂfgff; o ey
Yo on z
& 7 cﬁ
A7sqtiq 085,07 5
& T‘?Gqfsg‘?egga" Sop O NP g0
G;;?"H' %y%ﬁﬁﬁ%%- ~ " ‘\G'ﬂ';gﬂo‘\'?—m i
o WMEG’-?S 5 ro; F e T = AL Lt
YMa 1950, ' Top W7 ':“Wm?gugeﬁ?ﬂ S
G.Iyrna.iaG-r;-g 00 Bpg Cr:ségz =
= Cro0B.g272600412

P K -yl
Ul 004G0 17600 1spg e
AT3GO1460_MEDG
PGSCON03DMPA00049899 -
Salyc08gOS81AY ~ o 1

Do6243_MBD4_HUMAN
L QOP267_MBDS_HUMAN

QBEDNG_MBDE H
P51608 1y HUMAN

36 Ty MECPs
MP400001238 . Q9 _HUMAN
PoSCOES vmgﬁaﬁﬁ - Aralgg 501_Hungy
e - Iy g
4530 a0l 9Gzn, - MB
O e
AT et o B P e, -MBD,
W Gﬂﬂ’b‘i’ PO ¥ o C%QOa 3
el \ﬂ’hﬁ m@@ﬁa“\ Wb %%.0 30_%‘
R on® 15»..-@ b iy Ggor% 4
e T {LQ-Q;:?’ " o St
« o 50\-10\@1@ Fo %%a‘f@q%“‘ca;w %%H 5 Oy
c° o 4 ~ g
® rbc.}\@ s ¥ % £ .E r-g% %\-ﬁ:;% ‘J‘j:)ﬁ‘ Q?
S P PSS EETTeeo | W H . Lagliihlel b Y
¥ q’-i\é?@’”& SOSE TRt rEE Rt B e
o é”"ﬁ‘ag’ é?é“ga?%:%%%%:t%.%jo?%%‘%%%%’wﬁ@
<) Nl SEsreceadai, - . AT
TS YEFFsss 8558836500 %%%% 0,
S eSS FEESEEFFIERE R
A T e o = U i N R [ ]
& ot ] = - = = P o .
s & E%c‘?gggﬁﬁggé%%%\g%
g S -TIEZET 3 BL4%R D
FEFTES 0§ RRRRR
€65 53 5 °
g B

Figura 3: Relacdes filogenéticas da familia de proteinas MBD em diferentes
espécies. A andlise filogenética de maxima verossimilhanca de residuos das
proteinas MBD de soja (Glyma), Arabidopsis (At), feijao-comum (Phvul), Solanum
lycopersicum (Solyc), Solanum tuberosum (PGSC), Zea mays (GRMZM), Aquilegia
coerulea (Agcoe), Amborella trichopoda (AmTr), Chlamydomonas reinhardtii (Cre) e
Human. A arvore filogenética foi construida usando o modelo Maximum Likelihood

VT+F+G4 com 100 repeticBes bootstrap.
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3.1.4.4.Conservacéo de MBD entre plantas e humanos e sua capacidade de

interagdo com sitios CpG metilados

Para analisar a conservacdo entre sequéncias de proteinas MBD
completas de soja, feijao-comum, Arabidopsis, angiosperma basal (Atr),
eudicotiledénea basal (Aco) e humanos, foi construido um gréfico com a
porcentagem de semelhanca entre as proteinas MBD (Figura 4). Proteinas AtMBDs
e MBD de humanos apresentaram similaridade entre 22% e 70% com seus
ortblogos em GmMBDs, PvMBDs, AcoMBD e AtrMBD. Houve uma cobertura
completa no alinhamento da proteina entre as proteinas GmMBD2 e PvMBD2 com
AtMBD2. Da mesma forma, GmMBD4 e PvMBD4 tiveram cobertura total do
alinhamento por AtMBD4 com similaridade em torno de 60 a 70% (cor laranja). Esse
resultado pode ser devido a uma maior conservacao desses MBDs e a semelhanca
de dois dominios presentes nessas proteinas - MBD e Zinc Finger (Figura 4).

A proteina AtMBD9 também apresentou conservacao proteica completa
com GmMBD9 e PvMBD9. No entanto, para outros grupos como MBD7, MBDS,
MBD10, MBD11 e MBD13 néo houve cobertura completa das proteinas, cobrindo
possivelmente apenas o dominio MBD. Além disso, foi observado que uma proteina
humana MBD2, MeCP2, MBD3 e MBD4 tem 40% e 55% de identidade (cor azul e
verde, respectivamente) com o GmMBD, PvMBD, AcoMBD e AtrMBD. No entanto,

0S acessos parecem estar vinculados as regiées do dominio MBD (Figura 4).
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Figura 4: melhanca dos ortdlogos entre proteinas MBD de Arabidopsis (At),
humana (MBD), soja (GmMBD), feijao-comum (PvMBD), Aquilegia coerulea
(Agcoe), Amborella trichopoda (AmTr). As cores representam a porcentagem
de identidade; azul, para a identidade mais baixa (<= 40%), verde (<= 55%) e
laranja (<= 70%).

Foi analisado a conservacdo de aminoacidos dentro do dominio MBD em
diferentes espécies (Figura 5). Alta conservacdo de residuos de aminoacidos no
dominio MBD entre plantas e humanos, com algumas variagbes em aminoacidos
especificos. Os dominios MBD foram caracterizados em grupos com relacéo a
conservacdo de quatro residuos de aminoacidos conservados Arginina (R),
Aspartato (D), Tirosina (Y) e Arginina (R) que estdo envolvidos com o
reconhecimento de mCpG e estabilidade de ligacdo (Ohki et al., 2001; Sperlazza et
al.,2017; Liuetal., 2018b; Shen et al., 2018; Lei et al., 2019). Esses quatro residuos

de aminoacidos sdo marcados por setas pretas no topo do alinhamento (Figura 5).
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O primeiro grupo foi composto por dominios MBD que apresentaram 0s quatro
residuos de aminoacidos conservados. Esses residuos sdo conservados no
dominio de MBD1, MBD2, MeCP2 e MBD4 de humanos; AtMBD2, AtmMBD4,
AtMBD6 e AtMBD12 de Arabidopsis; GmMBD2 a/b, GmMBD4 a/b e GmMBD7 a/b
de soja; PhvulIMBD2, PhvulMBD4 e PhvulMBD7 de feijdo-comum; e em nove
proteinas MBD de batata, oito de tomate, sete de Aco e cinco em Atr (pontas de
seta vermelhas). Esses grupos podem ter a capacidade de interagir com citosina
metilada no contexto mCpG (Figura 5).

Foi encontrado um segundo grupo de dominios MBD que mostraram
substituicdes dos quatro residuos de aminoacidos (pontas de seta azuis) (Figura
5). Esta caracteristica foi observada em MBD5 de seres humanos, AtMBDS,
AtMBD?9, GmMBD9a/b, GmMBD10g/h, PhvulMBD9, batata
(PGSC0003DMP400049699), tomate (Solyc06g0681140, Solyc07g008170,
Solyc08g080690, Solyc10g18460 e Solyc11g068910), Aco (Aqcoe7G386200,
AqcoelG075100 e AgcoelG075100), e milho (GRMzZM2G022365 TO01,
AC2117264.3_FGTO001, GRMZM2G157470_T01, GRMZM2G090163_T02,
GRMZM2G161447_T02 e GRMZM2G126545_T02) (Figura 5). As substituicdes
dos quatro residuos de aminoacidos, principalmente tirosina (Y), podem afetar a
ligacdo especifica ao MDNA (Fraga and Ballestar et al., 2003), sugerindo que este
grupo pode perder a capacidade de ligacdo do MBD aos contextos mCpG ou
MCpA. O terceiro grupo incluiu MBD6 e MBD3 de humanos, AtMBD7, GmMBD8
a/b, GmMBD13, PhvulIMBD8, PhvulIMBD13, batata (PGSC0003DMP400025237),
tomate (Solyc039g025970 e Solyc03g116680), Aco (Agcoe2G28200) e algas
(Cre06.271550.t1.2 e Cre06.272600.t1.2) que ndo apresentavam a tirosina
conservada (Y), mas tinham o aspartato (D) e arginina (R) ou uma arginina (R) em

pelo menos uma das alcas de ligacdo (ponta de seta amarela) (Figura 5).
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Figura 5: Alinhamento de multiplas sequéncias dos dominios de ligacédo de metil-
CpG (MBD) das proteinas. Os dominios MBDs de humanos, sete plantas e algas foram
alinhados. Uma escala de cores em aminoacidos foi usada para indicar similaridade de
sequéncia. Os elementos da estrutura secundaria dos MBDs s&o representados por
setas (fita B) e caixa (a hélice). As pontas de seta pretas indicam os residuos de
aminoacidos conservados. O primeiro grupo de dominios MBD que apresentou 0s
quatro residuos de aminoacidos conservados foi identificado por setas vermelhas. As
pontas de seta azuis representam o segundo grupo de dominios MBD que mostraram
substituicBes de todos os quatro residuos de aminoacidos. As pontas de seta amarelas
representam o terceiro grupo que ndo apresentou a tirosina conservada (Y), mas possui
0s outros trés residuos conservados (R-D-R).
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Para verificar as caracteristicas dos residuos de aminoacidos conservados
na interacdo entre os dominios MBD e 5mC no sulco principal do DNA, foi realizado
a modelagem molecular de MBDs de plantas, que foram categorizados no grupo 1
com os quatro residuos de amino&cidos conservados - MBD2, AtMBD2, GmMBD?2,
PvMBD2, tomate (Solyc05g047450/SIMBD) e batata
(PGSC0003DMP400024223/PgMBD) (Figura 6; Tabela S2). Como MBD2 humano,
os dominios MBDs de plantas mostraram o potencial de interagir com uma citosina
metilada (mC) devido a presenca de tirosina (Y) mostrada pela linha pontilhada
preta. As argininas (R) em ambas as algas L1 e L2 tém o potencial de interagir com
a guanina (GUA) através de uma ligacao de hidrogénio, como mostrado pela linha
pontilhada vermelha (Fig. 6 A-F). Essa interacdo R-GUA é possivelmente reforgada
pelo anel aromatico dos residuos tirosina (Y) (ciano) e aspartato (D) (ciano), que
sdo aminoacidos cruciais para a correta superficie interfacial com contexto mCpG

e mCpA.
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AtMBD2

Figura 6: Modelagem molecular de dominios de proteinas MBD. Estruturas
de (A) MBD2-5mC, (B) AtMBD2-5mC, (C) GmMBD2a-5mC (D) PvMBD2-5mC,
(E) SIMBD2-5mC, (F) PgMBD2-5mC, foram mostradas. As metil-citosinas estao
indicadas em verde; o lago de ligagdo MBD é mostrado em ciano e os residuos
de ligacdo MBD sdo mostrados em preto. A ligacéo polar entre os aminoacidos
(R) no loop 1 e loop 2 é representada pela linha amarela pontilhada.
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3.1.5. DISCUSSAO

As marcas epigenéticas desempenham um papel importante no
desenvolvimento de vérios organismos. A metilacdo do DNA é um mecanismo
epigenético que atua em residuos de citosina, regulando a expressdo génica no
desenvolvimento da planta e respostas ambientais (Zhang et al., 2006; Henderson
e Jacobsen, 2007; Law e Jacobsen, 2010). Um passo importante para entender o
papel da metilacdo do DNA ¢é a andlise estrutural e funcional das proteinas que se
ligam especificamente a regiées do DNA metilado. Existem proteinas-chave que
reconhecem especificamente e atuam como leitores da metilagdo do DNA, as
proteinas do dominio de ligagdo ao metil-CpG (MBD) (Grimanelli e Ingouff, 2020).
Essas proteinas estéo envolvidas no reconhecimento de 5-mC e ativagéo de uma
cascata de sinalizagcédo que induz a formacéo de heterocromatina ou eucromatina,
regulando assim a expressdo génica (Clouaire e Stancheva, 2008; Grimanelli e
Ingouff, 2020; Law e Jacobsen, 2010; Fatemi e Wade, 2006; Zemach e Grafi, 2003).

Até o momento, as proteinas MBD sdo mais bem estudadas em animais do
gue em plantas. No entanto, essas proteinas foram identificadas em Arabidopsis,
tomate, batata, milho e arroz (Ito et al., 2003; Thorstensen et al., 2003; Springer e
Kaeppler, 2005; Yaish et al., 2009; Prasad et al., 2018; Grimanelli e Ingouff, 2020;
Qian et al., 2020). Nao ha estudos sobre os genes MBD em plantas que
compartilharam eventos WGD. No presente estudo, 21 genes GmMBDs e 13
PvMBDs foram identificados e caracterizados nos genomas da soja e do feijao,
respectivamente. A diversificacdo dos genes GmMBD e PvMBD foi observada em
varios aspectos, incluindo a estrutura gendmica e a estrutura proteica (Figuralae
b). Os genes GmMBD e PvMBD tém estruturas génicas semelhantes aos MBDs de
Arabidopsis (Figura 1 suplementar). A familia MBD foi caracterizada pela primeira
vez em Arabidopsis e foi agrupada devido a sua funcdo em diferentes classes
(Classe | a VII) (Zemach e Grafi, 2003; Grimanelli e Ingouff, 2020). A estrutura de
genes e proteinas varia de acordo com o subgrupo a que pertencem (Figura la e
b).

Soja e feijdo compartilham um evento de paleopoliploidia do WGD ocorrido
ha aproximadamente 59 milhdes de anos (Mya) seguido por um evento WGD

especifico de soja de aproximadamente 8-13 Mya, resultando em um genoma de
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soja altamente duplicado com quase 75% dos genes presentes em multiplos copias
(Schmutz et al., 2010). De todos os genes MBD identificados na soja, 61,9% eram
paralogos, o que concorda com o histérico de duplicacdo desse genoma. A analise
da razdo Ka/Ks (Ka/Ks<1) dos paradlogos GmMBD revelou que esses genes estao
sob forte selecéo de purificagdo. Ao analisar o perfil de expresséo dos pares dos
paralogos (Figura 2a), verificou-se que GmMBD2a e GmMBD2b apresentaram
perfil de expresséo divergente. Este par de paralogos tem a maior razao Ka/Ks
(0,67), sugerindo que este par de genes pode ter subfuncionalizado apds o
processo de duplicacdo. Os demais pares duplicados apresentaram expressao
semelhante nos tecidos e 6rgdos da soja, com pouca divergéncia em tecidos
especificos.

Na andlise da regido promotora dos genes GmMBD de paralogos
(GmMBD4a/b, GmMBD9a/b, GmMBD10f/g e GmMBD13a/b) observou-se regides
conservadas (Figura 2b) com fatores de transcricdo comuns a todos os pares de
paralogos, como AT- Hook, Homeodomain, TCR, WRKY, bZIP, EIN3, SOX, MYB,
TBP, GATA e MADS-box. Esses fatores de transcricdo estdo envolvidos em
diversos processos, como desenvolvimento de plantas, regulacdo do
desenvolvimento de flores e germinacdo de sementes, resposta ao estresse
abiotico, entre outros (Rounsley e Ditta, 1995; Oyama et al., 1997; Theissen et al.,
2000; Jakoby e Vicente-carbajosa, 2002; Becker, 2003; Xiao et al., 2009; Jin et al.,
2011; Smaczniak et al., 2012; Sornaraj et al., 2015). Assim, os paralogos podem
desempenhar papel importante no desenvolvimento da planta, germinacdo de
sementes, e podem responder a estresses bidticos e abidticos.

A analise filogenética mostrou dois agrupamentos principais para proteinas
MBD. Os dados suportam o agrupamento entre MBDs de plantas e humanos, que
diferem dos resultados obtidos por Springer e Kaepler (Springer e Kaeppler, 2005).
Nesse sentido, poder-se-ia encontrar um aglomerado antigo formado por algas,
eudicotiledbneas e proteinas humanas MBD. Curiosamente, o grupo | possui
representantes de MBDs de todas as plantas analisadas e divergiram do MBD1
humano e do grupo antigo. Um cluster foi formado principalmente por proteinas
MBD2 e MBD4, que compartilham um dominio de dedo de zinco do tipo CW (Figura
1b). Este dominio possivelmente facilita a ligacdo estavel da proteina MBD ao DNA,
desempenhando um papel importante nos mecanismos epigenéticos (Zemach e

Grafi, 2006). No grupo formado por MBD9, existem apenas representantes de
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eurosids |. Esta andlise sugere que MBD9 emergiu apés o evento de
hexaploidizagdo em eudicotiledéneas. Estruturalmente, os genes e proteinas
GmMBD9 e PvMBD9 foram semelhantes aos de Arabidopsis, 0 que sugere que
eles também podem estar envolvidos no controle epigenético da expressao génica
em plantas leguminosas (Figura S1). As proteinas MBD9, além do dominio MBD,
possuem outros dominios que parecem estar envolvidos no reconhecimento de
caudas de histonas. Em Arabidopsis, AtMBD9 é responsavel por regular o tempo
de floracao e ramificacao axilar e € modulado através de duas vias epigenéticas,
como metilacdo de DNA e acetilacdo de histonas (Peng et al., 2006; Yaish et al.,
2009). Mutantes para o MBD9 (atmbd9) em Arabidopsis causam fenoétipos
pleiotropicos, incluindo floracdo precoce e multiplos ramos laterais. A floracao
precoce foi atribuida a repressdo do locus C de floragcdo (FLC) devido a uma
reducado na acetilacdo das histonas (Yaish et al., 2009).

A analise de conservacao da cobertura de proteinas mostrou que a maioria
dos MBDs compartilham similaridade dentro do proprio dominio (Fig. 4). Poucos
MBDs de plantas apresentaram cobertura proteica completa — MBD2, MBD4 e
MBD?9. Plantas e humanos mostraram varios residuos altamente conversados no
dominio MBD, como Arg (R), Gly (G), Lys (K), Asp (D), Tyr (Y), Pro (P), Phe (F),
Arg (R) e Ser (S) (Figura 4 Complementar). Foi encontrado um grupo composto por
MBD1, MBD2, MeCP2 e MBD4 de humanos, e membros MBD de eudicotileddneas,
eudicotiledbneas basais e angiospermas basais que compartilham a conservacao
em quatro residuos de aminoacidos - Arg (R), Asp (D), Tyr (Y) e Arg (R) - (Figura
5). Esses residuos de aminoacidos demonstram sua essencialidade para a ligacao
metil-CpG visto que conferem potencial para a formacgéao de ligaces de hidrogénio
entre os residuos de arginina (R) e guanina (GUA) apenas no contexto mCpG (Fig.
5 e Fig. 6). Esses aminoacidos séo essenciais na ligacdo ao m5C no MBD1, MBD2
e MeCP2, um residuo de arginina forma ligacbes de hidrogénio com guanina e
concomitantemente com metilcitosina no contexto mCpG (Luscombe et al., 2001;
Ohki et al., 2001; Roloff et al., 2003; Klose et al., 2005; Ho et al., 2008; Scarsdale
et al., 2011; Zou et al., 2012; Sperlazza et al., 2017; Liu et al., 2018b; Lei et al.,
2019).

A andlise de conservacao dos dominios MBD também mostrou dois grupos
gue possuem substituicdes do residuo tirosina (Y) (Figura 5). Em MBD2 de frango,

a cadeia lateral aroméatica da tirosina tem o potencial de interagir com 0s grupos
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metil de mC (Scarsdale et al., 2011). Como j& relatado, a especificidade de ligacao
do MBD1 humano no contexto mCpG é conferida pela tirosina, que forma uma
ligagdo de hidrogénio com mC através do grupo hidroxila em sua cadeia lateral
(Ohki et al., 2001). Por outro lado, MBD3 de humanos perdeu a capacidade de se
ligar ao mCpG, devido a substituicdo de lisina (K-30) e tirosina (Y-34) por histidina
(H-30) e fenilalanina (F-34), respectivamente (Saito e Ishikawa, 2002). Em milho,
ZmMBD11 exibiu atividade de ligagdo a CpG metilado e ndo metilado in vitro (Qian
et al.,, 2020). Esta proteina possui trés (D, Y e R) dos quatro aminoacidos
conservados importantes para a ligacado ao CpG metilado. A substituicdo de um dos
residuos de aminoacidos pode sugerir que a capacidade do dominio MBD de
interagir especificamente com CpG metilado foi diminuida ou perdida.

Conforme relatado para AtMBD5 e AtMBD6, essas proteinas tém maior
especificidade para se ligar a CpG metilado do que CpHpG ou CpHpH (Ichino et
al., 2021; Mahana et al., 2022; Zemach and Grafi, 2003). No entanto, os ensaios de
polarizacdo de fluorescéncia (FP) mostraram que o AtMBD5 se liga ao CG nao
metilado em maior quantidade do que o AtMBDG6 (Ichino et al., 2021). Isso sugere
gue os dominios MBD de plantas que mostram os quatro residuos conservados
(por exemplo, AtMBD6) podem interagir mais especificamente com CpG metilado
do que aqueles com substituicbes nos quatro residuos de aminoacidos, que
também podem interagir com CpG ndo metilado (por exemplo, AtMBD5 -
substituicdo Y). Além disso, AtMBD6 tem menor afinidade de ligacdo para mCpG
guando comparado a dominios MBD de mamiferos, devido a substituicdo de
residuos carregados positivamente (R17, K23 e R30) por residuos néo carregados
(V87, T93 e S100) que possivelmente interagem com o esqueleto do DNA (Mahana
et al., 2022).

Assim, as proteinas MBDs de plantas podem mostrar especificidade de
ligacdo diferente a mCpG de acordo com substituicdes em Arg (R), Asp (D), Tyr (Y)
e Arg (R) e afinidade de ligacdo quando ocorrem substituicbes em residuos
carregados positivamente. Curiosamente, os dominios MBD9 da soja, Arabidopsis
e feijdo-comum mostraram substituicbes dos quatro residuos de aminoacidos
(Figura 5 e Figura 6). Isso também foi encontrado em MBD5 e MBD6 de humanos
(Figura 5), que ndo se ligam ao DNA metilado, mas podem se associar a
heterocromatina (Laget et al., 2010), sugerindo que as proteinas MBD9 podem

seguir o mesmo padréao.
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3.1.6. CONCLUSAO

O presente estudo visou analisar a evolugdo e a conservagédo de proteinas
MBD em plantas. Foram identificados 21 e 13 genes MBD do genoma do eurosids
| - soja e feijao, respectivamente. Os dois eventos WGDs vivenciados pela soja
contribuiram para gerar o dobro de genes MBD em comparacdo com o feijao-
comum. Dos oito pares de paralogos de MBD encontrados no genoma da soja, um
par (GmMBD2a-GmMBD2) possivelmente se subfuncionalizou ap6s sua recente
divergéncia corroborada com os diferentes perfis de expressdo desse par génico.
A andlise filogenética mostrou dois grupos principais de MBDs entre plantas e
humanos. A maioria das classes de MBDs divergiu no inicio da evolugdo das
angiospermas com representantes em Atr (angiospermas basais). Constatou-se
gue o MBD9 pode ter surgido apos a hexaploidizacdo de eudicotiledéneas, uma
vez que Aco nao apresentou proteinas MBD como outras MBD9.

Os residuos de aminoacidos Arg (R), Asp (D), Tyr (Y) e Arg (R) sao
altamente conservados no dominio MBD de MBD2 e MBD4 de humanos, soja,
Arabidopsis, feijdo-comum, tomate, batata, Amb, e Aco, sendo possivelmente
responsavel pela ligagdo a mCpG e mCpA em plantas. No entanto, MBD9 de soja,
feijdo-comum e Arabidopsis sofreram substituicbes nesses quatro residuos,
sugerindo a nao interacdo dessa proteina no contexto mCpG ou mCpA, mas uma
possivel associacdo com heterocromatina como MBD5 e MBD6 de humanos. Os
dados aqui apresentados contribuem para o entendimento da evolucdo e
conservacao da familia MBD em plantas, bem como a afinidade de ligacdo do

dominio MBD a 5mC em diferentes contextos -mCpG e mCpA
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3.2.EFEITO DA METILACAO DO DNA NA GERMINACAO E
DESENVOLVIMENTO DE PLANTULAS DE SOJA

3.2.1. INTRODUCAO

A metilacdo do DNA é uma importante marca epigenética envolvida em
diversos processos bioldgicos e a interrupcdo da metilacdo do DNA pode levar a
anormalidades no desenvolvimento de plantas, como retardo no amadurecimento
de tomate, alteracdo no tamanho e floracao precoce em Arabidopsis, dentre outros
(Lang et al., 2017; Grzybkowska et al., 2018; Ogneva et al., 2019). A metilacdo do
DNA é conservada em plantas e mamiferos e, padrées precisos de metilagdo do
DNA gendmico séo cruciais para o desenvolvimento (Law e Jacobsen, 2010).

Tanto em plantas quanto em mamiferos o estabelecimento e a manutencao
da metilacdo da citosina sdo mediados por DNA metiltransferases conservadas que
usam o S-adenosil-L-metionina como doador de metil, enquanto a desmetilacdo
ativa do DNA envolve uma via de reparo por excisao de bases (Zhu, 2009; Law e
Jacobsen, 2010; Zhang e Zhu, 2012). A desmetilacdo do DNA pode ser realizada
por DNA glicosilases, como as DEMETER (DME) , e DEMETER-Like 2 e 3 (DML2
e DML3) e ROS1 (Penterman et al., 2007b; Zhu, 2009; Zhang e Zhu, 2012).

A soja destaca-se entre uma das mais importantes oleaginosas cultivadas
mundialmente, é responsavel por mais da metade da producéo global de sementes
oleaginosas. Essa cultura de sementes possui dupla finalidade, fornece tanto

proteina quanto 6leo, principalmente para racdo animal e consumo humano. O
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Brasil se tornou em 2020 o maior produtor mundial de soja (CONAB 2020). Foi a
primeira leguminosa a ter seu genoma totalmente sequenciado (Schmutz et al.,
2010), o que possibilitou a realiza¢do de pesquisas genéticas e gendmicas. Poucos
séo os estudos relacionando a metilagdo do DNA em soja (Song et al., 2013; An et
al., 2017; Shen et al., 2018), os quais nao relacionam o efeito da metilagdo do DNA
na germinacdo e no desenvolvimento de plantulas de soja. Song et al. (2013)
analisaram o perfil da metilacdo em raiz, caule, folhas e cotilédones de sementes
de soja em desenvolvimento. An et al. (2017) mostraram altera¢cdes na dinamica da
metilagdo do DNA durante o desenvolvimento de sementes de soja. Shen et al.
(2018) mostraram um mapa da metilagdo do DNA em diversos acessos de soja e
a relacéo entre a variacdo da metilacdo do DNA e a variacdo epigenética durante
a domesticacédo de soja, auxiliando em melhor compreensdo da domesticacao e
melhoramento de soja.

O entendimento acerca do efeito da metilacdo do DNA nos processos de
desenvolvimento das plantulas auxiliard na compreensao de processos importantes
para desenvolvimento da soja. Para isso, 0 presente estudo analisou o efeito da
metilacdo do DNA na germinacao e no desenvolvimento de plantulas de soja. Para

tal, foi utilizado um inibidor da metilagdo do DNA, o 5-azacitina (5-azaC).

3.2.2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.2.2.1.Soja: Classificacdo botanica, morfologia, origem e importancia

econdbmica

A soja pertence a subdivisdo das Angiospermas, classe eudicotiledéneas,
ordem Rosales, familia Fabaceae (Leguminosae), subfamilia Faboideae
(Papilionoideae), género Glycine, espécie Glycine max (L.) Merrill (Sediyama, 2009;
Boerma e Specht, 2016). E uma espécie diploide (2n) com 40 cromossomos,
autégama, herbacea anual, de porte ereto, pubescente, de tricomas brancos,
pardos, queimados ou tostados e mostra variagdo na caracteristica morfolégica de

acordo com o cultivar.
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A soja possui raiz principal pivotante com ramificagcdes distribuidas em
guatro ordens, ricas em nodulos de bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico.
O caule é ramificado e se desenvolve a partir do eixo embrionario (Sediyama,
1996). Possui crescimento do caule determinado ou indeterminado (Muller, 1981,
Sediyama, 2009). Em cultivares com crescimento determinado, a gema apical
encerra sua atividade vegetativa com o inicio do florescimento. J&a no crescimento
indeterminado, a gema terminal tem sua atividade vegetativa continuada
concomitantemente com a fase reprodutiva da planta (Mdller, 1981; Sediyama,
2009). No primeiro n0, possui um par de folhas simples inseridas opostamente,
acima do no cotiledonar, de peciolos longos. As demais folhas séo trifoliadas e as
dimensdes foliares dependem do tipo foliar, posicdo na planta, condicbes de
luminosidade e do cultivar e vigor da planta (Muller, 1981; Sediyama, 1996, 2009).

A inflorescéncia é um racemo axilar, com pedunculo variando de 2 a 35 cm.
As flores variam de coloracdo podendo ser brancas, amarelas ou violaceas,
segundo o cultivar. As vagens sao achatadas, curtas, de 2 a 7 cm de comprimento,
de cor cinzenta, amarelo-palha ou preta e podem chegar a 400 por planta, com
namero de graos variando de 1 a 5 por vagem; porém, na maioria dos cultivares,
possuem de 2 a 3 sementes (Fehr e Caviness, 1977; Muller, 1981; Sediyama, 1996,
2009).

Fehr e Caviness (1977) descreveram os estadios do desenvolvimento da
soja. Dividiram em estadios vegetativo (V) e reprodutivo (R). Os estadios
vegetativos sdo determinados pela contagem do numero de nds no tronco principal,
sendo denominados VE, VC, V1, V2 e V3. Nos estadios vegetativos, VE é
caracterizada pela emergéncia dos cotilédones e VC quando os cotilédones se
encontram completamente abertos e expandidos. Ja os estadios reprodutivos sao
determinados pela letra R, o qual é acompanhado pelos niumeros de um (1) até oito
(8), que descrevem com detalhes o periodo de florescimento/maturacdo. Os
estadios reprodutivos compreendem as fases R1 e R2 (florescimento), R3 e R4
(desenvolvimento da vagem), R5 e R6 (desenvolvimento do gréo) e a fase R7 e R8
(maturacao da planta).

A soja, € uma leguminosa originaria da costa leste da Asia, tem como centro
de origem primario a China e, a Manchdria como centro secundario ou centro de
diversidade genética (EMBRAPA SOJA, 2000; Hymowitz, 1970). Foi introduzida no

Ocidente a partir do século XVIII e em 1739 foi introduzida experimentalmente na
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Europa. A introducdo da soja nos Estados Unidos (EUA) foi em 1804 onde foi
cultivada como forrageira e, posteriormente, como produtora de graos (Federizzi,
2005). Entretanto, foi nas décadas de 1940 até 1980 que os EUA foram lideres
absolutos na producéo e exportacdo mundial de soja (Embrapa Soja, 2000).

As primeiras cultivares de soja introduzidas no Brasil eram provenientes do
Sul dos EUA. Essas cultivares foram introduzidas no estado da Bahia em 1882
(Santos, 1988) e posteriormente foram levadas e semeadas na regiéo sul do Brasil
devido as condicbes climaticas serem semelhantes aquelas das regides
tradicionais de cultivo nos EUA (Vernetti, 1983). Foi na década de 70 e 80 que o
cultivo comercial da soja teve grande expanséo atraves da criagdo de programas
de melhoramento de soja, resultando em cultivares adaptadas as condi¢des
climaticas brasileiras. O desenvolvimento de cultivares adaptadas as condi¢des do
solo do cerrado e as condicdes tropicais foram de extrema importancia para a
expansdo da cultura de soja na regido Centro-oeste do Brasil (Embrapa Soja,
2000). Atualmente, a producéo de soja concentra-se na regiao Centro-oeste e Sul
do pais, sendo o estado do Mato Grosso o maior produtor brasileiro de soja
(CONAB, 2021), devido a cultivares geneticamente adaptadas a regido. A producéao
€ seguida pelos estados do Parana, Rio Grande do Sul e Goias (CONAB, 2021;
Embrapa Soja, 2000).

O Brasil se tornou o maior produtor mundial de gréos de soja, na safra de
2019/2020 com producdo 120,4 milhdes de toneladas, ultrapassando os EUA
(CONAB, 2020). Esse marco de producdo mundial da soja no Brasil, deve-se a
novas cultivares adaptadas desenvolvidas por programas de melhoramento

genético (Cavalcante et al., 2010).

3.2.2.2. Semente de soja: aspectos gerais da germinacado e desenvolvimento

da planta

As sementes de soja, geralmente sdo achatadas e elipticas, lisas por
completo e levemente brilhantes. A semente é formada internamente por eixo
embrionario (tecido meristeméatico) e por cotilédones (Bewley e Black, 1994; Le et
al., 2007). O eixo embrionario contém os meristemas apicais do caule e da raiz,
gue contém células meristematicas que possuem capacidade de divisédo celular, e

permitirdo a adicdo dos Orgdos vegetativos ap0s 0 processo germinativo,
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permitindo o crescimento indeterminado das plantas (Bewley e Black, 1994; Le et
al., 2007). Os cotilédones armazenam compostos de reserva que serdo usados
pelo eixo embrionario durante e apdés a germinacdo da semente (Le et al.,
2007)(Bewley e Black, 1994; Le et al., 2007; Goldberg et al., 1994). Externamente,
a semente possui tegumento e hilo (Bewley e Black, 1994; Le et al., 2007). O
tegumento atua na protecéo e delimitacdo da semente, protege contra a entrada de
microrganismos, contra choques e regula a velocidade de trocas gasosas durante
0 processo de germinacéo (Bewley e Black, 1994; Le et al., 2007).

Em geral, o processo de germinacdo de sementes quiescentes pode ser
divido em duas fases, que séo referidas como fases | e Il (Lujan-Soto e Dinkova,
2021; Smolikova et al., 2021). A fase | é caracterizada pela rapida absorcao de
agua, que resulta na hidratacdo e amolecimento do tegumento devido a
degradacéao dos polimeros da parede celular das células do tegumento. A absorgéo
da agua permite a reativacao das atividades metabdlicas, o que leva a sintese de
proteinas provenientes de MRNA pré-existentes, e reparo no DNA e em
mitocdndrias, e ocorre também a liberacdo de solutos para o ambiente externo
(Lujan-Soto e Dinkova, 2021; Smolikova et al., 2021)(Figura 7). Na fase II, a
absorcao de agua para o interior da semente € posteriormente reduzida e ocorre a
ativacdo dos principais processos metabolicos associados a germinacao de
sementes — mobilizacdo de substancias de reserva, traducdo de MRNAs
armazenados, transcricdio e traducdo de mRNAs recém-sintetizados,
processamento de proteinas e sua modificacdo co e pos-traducional (Lujan-Soto e
Dinkova, 2021; Smolikova et al., 2021). Ambas as fases | e Il séo criticas para
manter a viabilidade das sementes. O final da fase Il e inicio da fase Ill € marcado
pela protusdo da radicula. A fase Ill ou pdés-germinacdo, € caracterizada pela
divisdo progressiva e alongamento das células da radicula, degradacdo do
endosperma e protrusao da radicula (Lujan-Soto e Dinkova, 2021; Smolikova et al.,
2021) (Figura 7).

A transicdo de semente para plantula é uma das etapas criticas do
desenvolvimento, afetando drasticamente o crescimento e a viabilidade das
plantas. Nessa fase ha expressdo que controlam a maturacdo das sementes e na
ativacao de genes envolvidos na regulacdo do crescimento vegetativo (Smolikova
et al., 2021).
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Niveis de Fitohormonios
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Figura 7: Esquema geral de processos moleculares, bioquimicos e fisiolégicos
na germinacdo e pos-germinacdo em sementes de eudicotiledénea (Adaptado
de Lujan-Soto e Dinkova (2021).
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3.2.2.3. Regulacéo epigenética em plantas

Epigenética refere-se a alteragfes hereditarias na arquitetura da cromatina
gue ndo acarreta mudanca na sequéncia de nucleotideos do DNA, mas afetam
consideravelmente a expressao génica e a fungao celular (Weinhold, 2006). As
modificacdes epigenéticas podem constituir uma camada adicional complexa para
a variacdo fenotipica hereditaria e o potencial evolutivo das popula¢des naturais,
pois estimulos ambientais podem induzir modificacdes epigenéticas, que podem
ser herdadas pelas geracoes futuras (Law e Jacobsen, 2010).

A regulagcdo epigenética é realizada por mecanismos especificos
envolvendo a metilacdo do DNA, modificacbes pos-traducionais de histonas e
mecanismo de pequenos RNAs. A ativagdo dessas vias leva a mudangas na
arquitetura da cromatina que impacta na expressédo génica. A conformacao de
eucromatina ou de heterocromatina estdo associadas a ativagao ou silenciamento
de genes, respectivamente. A remodelacdo da cromatina é acoplada as mudancas
de estados transcricionais, que é acompanhada por marcas epigenéticas.

A metilacdo do DNA a cada ciclo celular € mantida pela enzima MET1. A
metilacdo de novo do DNA ocorre em todos os contextos CG, CHG e CHH através
da via de metilacdo do DNA dirigida por RNA (RdDM) (Kankel et al., 2003;
Henderson e Jacobsen, 2007; Law e Jacobsen, 2010). Uma das proteinas chave
desse processo € a DRM2, que direciona a metilacéo de sitios especificos a partir
de pequenos RNAs de interferéncia (siRNAs) gerados a partir da expresséao de
repeticbes diretas ou invertidas (Chan et al., 2004; Zilberman et al., 2004). As
plantas codificam multiplos homélogos dos componentes da maquinaria de RNA de
Interferéncia (RNAI), alguns dos quais sdo especializados para a funcdo de
metilacdo de DNA dirigida por RNA (Xie et al., 2004; Henderson et al., 2006). RdADM
foi reconhecido como um mecanismo geral de silenciamento transcional em
plantas. Esta envolvido em varios fenémenos epigenéticos, que incluem
silenciamento de transgenes, supressdo de transposons, imprinting de genes e
paramutacédo (Xie et al., 2004; Herr et al., 2005; Law e Jacobsen, 2010).

Os niveis de metilacio do DNA sdo determinados pelas atividades
combinadas das DNA metiltransferase e desmetilases. Assim, a desmetilagéo ativa
do DNA é um processo epigenético igualmente importante para controlar os niveis
de metilagédo em todo o genoma (Gong et al., 2002; Penterman et al., 2007a, b; Zhu

et al., 2007; Ortega-Galisteo et al., 2008). As DNA desmetilases removem citosinas
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metiladas através do mecanismo de reparo por excisdo de base e as substituem
por uma citosina ndo metilada (Zhang e Zhu, 2012). Em Arabidopsis foram
identificados quatro paralogos de DNA desmetilase para desmetilacdo ativa do
DNA: REPRESSOR OF SILENCING 1 (ROS1), DEMETER (DME), DME-like2 e 3
(DML2 DML3) (Choi et al., 2002; Gong et al., 2002; Agius et al., 2006; Gehring et
al., 2006; Morales-Ruiz et al., 2006; Zhu et al., 2007). ROS1 é rigidamente
controlado pelo nivel de metilacdo de uma sequéncia alvo RADM upstream do inicio
da transcricéo, regido chamada de sequéncia de monitoramento de metilagdo do
DNA (MEMS). A metilagio MEMS induz a expressdo de ROS1 ativando a
demetilacdo do DNA (Lei et al., 2015).

Um outro mecanismo epigenético € a modificagcdo nas caudas N-terminal
das histonas. Cada variante de histonas pode sofrer modificagdes pos-traducionais,
tais como: acetilacdo, metilacdo, fosforilacdo, ubiquitinacdo, ribosilagcdo e
biotinilagdo (Tarig e Paszkowski, 2004; Grativol et al., 2012). Alteracdes na
transcricdo génica em plantas estdo associadas a varias modificagcdes nas caudas
das histonas (Grativol et al.,, 2012). Quando ocorre a acetilacdo, fosforilacéo,
monoubiquitinacdo e trimetilacdo na H3K4 (histona H3 lisina 4), ha um aumento da
transcricdo génica, ja quando as H3K9 (histona H3 lisina 9) e H3K27 (histona H3
lisina 27) sdo desmetiladas ocorre a repressao transcricdo (Zhang et al., 2007,
Chinnusamy, 2009).

3.2.2.4. Regulacdo epigenética na germinacdo de sementes e no

desenvolvimento da planta

As marcas epigenéticas demonstram ter papel crucial durante a germinacao
e desenvolvimento da planta (Kawashima e Berger, 2014; Bouyer et al., 2017,
Lujan-Soto e Dinkova, 2021). A interacdo entre metilacdo e desmetilacdo do DNA
e outras modificacbes epigenéticas sdo vitais para varios processos do
desenvolvimento da planta, como a regulacdo da formac¢do do tubo polinico,
amadurecimento de frutos e desenvolvimento estomatico (Li et al., 2018; Zhang et
al., 2018). A regulacdo epigenética mediada por marcas de histonas é necessaria
para mudancas dindmicas de expressdo génica para promover a mudanca de

embrido maduro para programas de desenvolvimento de plantulas (Li et al., 2018).
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Em Arabidopsis, milho e arroz, o genoma materno é globalmente
hipometilado no endosperma, o que promove a expressao de genes provenientes
da mée e o genoma do paterno sofre imprinting genémico, uma vez que 0s siRNAs
oriundos de uma das células espermaticas promovem a hipermetilacao de regides
genomicas paternas (Jiang e Kohler, 2012). Acredita-se que a hipometilacdo do
genoma materno no endosperma € originaria da desmetilacdo ativa no DNA na
célula central, bem como da expressdo reduzida de enzimas que transferem o
grupo metil, como as metiltransferases de DNA (Hsieh, et al., 2009; Jullien, et al.,
2012; Ingouff et al., 2017)). Em contraste, no embrido ndo ha atividade detectavel
de desmetilacéo, visto que tanto 0 genoma materno quanto o paterno encontram-
se hipermetilados (Jiang e Kdhler, 2012). Estudos mostram que ha desmetilagéo
ativa do DNA no genoma paterno no nucleo vegetativo do polen, mas que este esta
limitado a apenas algumas sequéncias de TE (Calarco, et al., 2012; Ibarra, et al.,
2012). A perda da metilagdo no DNA em regides de TE no endosperma e no VN
foram propostas para servir como fonte de siRNAs que desencadeiam a metilacao
do DNA via RdDM direcionada no embrido, contribuindo desse modo para reforcar
a metilacdo do DNA ao longo das geracoes (Bouyer et al., 2017).

A transicdo da fase de quiescéncia para a germinacao tem sido relacionada
a metilacdo de genes como DELAY OF GERMINATION 1 e ABA INSENSITIVE 3
em sementes de Arabidopsis (Nonogaki, 2014). Em sementes de trigo, a
germinacao € acompanhada de uma rapida reducdo da metilacdo do DNA durante
as primeiras 30h de embebicédo (Zluvova; Janousek; Vyskot, 2001), mostrando que
a desmetilacdo tem um papel importante na ativacéo de genes nas primeiras etapas
da germinacdo. Recentemente, foi demonstrado que a germinacdo precoce de
sementes de tomate pode ser promovida pelo silenciamento de MET1 (Yao et al.,
2020). Isso foi associado a uma diminuicdo no conteudo de mRNAs que codificam
9-cis-epoxicarotenoide-dioxigenase — uma enzima chave da biossintese de ABA.

Em sementes de A. thaliana, foi observado que h& uma extensa
desmetilacdo do DNA no final da germinacéo das sementes e na plantula formado
em evento pds-germinativo (Xiao et al., 2006). Analises de DMRs nos contextos
CG, CHG e CHH ao longo do tempo de germinagéao, revelaram baixa mudanca no
nivel de metilacdo do DNA na comparacao entre a semente quiescente, e apos a
estratificacdo e depois de 6h foram expostas a luz (Narsai et al., 2017). Estes

autores observaram também que os niveis de metilagdo do DNA diminuiram apdés
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24h com estratificacdo e a uma intensa hipometilagéo foi observada em 48h. Essa
hipometilacdo é realizada por demetilases, DME e DML2) que tem a expresséo
aumentada, enquanto a expresséao da principal demetilase ROS1 foi bem menor do
gue em sementes quiescentes (Narsai et al., 2017).

Em estadio pés-germinativos em Arabidopsis, a acetilacdo dalisina 9 e lisina
4 na histona 3 (H3K9) e H3K4) nas regides 5' de LEC1, LEC2 e FUS3 genes é
reduzido por histonas desacetilases (HDACs) (HDA6 e HDAL19), reprimindo a
expressdo de genes de maturacdo de sementes em plantulas, desempenhando
assim papel crucial na regulacdo da transicdo da maturacdo das sementes para o
crescimento das plantulas (Zhou et al., 2013). Foram descritas modificacdes poés-
traducionais de histonas no controle do desenvolvimento das plantas. A tri-
metilagéo na lisina 27 da histona 3 (H3K27me3) desempenha um papel critico na
regulacdo de genes envolvidos no controle do desenvolvimento de plantas
(Lebedeva et al., 2017; Lepiniec et al., 2018). Em plantas, H3K27me3 é encontrado
em promotores em regides transcricionalmente inativas e em regides transcritas de
genes individuais, enquanto H3K4me3 é uma modificacdo antagbnica de histonas

em regides transcricionalmente ativas (Zhang et al., 2007).

3.2.2.5.Correlacao entre os hormdnios vegetais e a metilacdo do DNA no

desenvolvimento das plantas

A biossintese e a sinalizacdo de hormdnios vegetais desempenham um
papel critico em diversos processos bioldgicos. Um crescente nimero de estudos
vem relacionando mecanismos epigenéticos, como metilacio do DNA,
remodelacdo da cromatina e modificacdo de histonas, com a biossintese e
sinalizacdo de hormonios vegetais (Zhu, 2010; Yamamuro et al., 2016; Maury et al.,
2019; Bennett et al., 2021).

Alguns estudos sugerem uma ligacdo potencial entre a manutencdo da
metilacdo do DNA e a sinalizacdo dos hormbnios vegetais no crescimento e
desenvolvimento das plantas. Embrides de Arabidopsis mutantes para metl
apresentaram expressao anormal do transportador de auxina PIN-FORMED1
(PIN1) e distribuicdo de auxina alterada. Exibiram variagdes no fendtipo de
desenvolvimento, atraso na transicéo da fase vegetativa para a fase reprodutiva e

anormalidades embrionérias (Xiao et al., 2006). Bratzel et al (2010), Chen et al
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(2016) e Mozgova et al (2017) observaram que o0s componentes das vias de
sinalizacdo de fitormdnios controlam diretamente a atividade dos principais
modificadores da cromatina, como o POLYCOMB REPRESSIVE COMPLEX (PRC)
1 e 2, com a atividade da histona-metiltransferase desempenhando um papel
importante na regulagdo da transcrigdo durante o desenvolvimento.

Outro hormonio que pode influenciar nas modificacdes da estrutura de
cromatina é o ABA (Maury et al., 2019). A resposta do ABA tem sido associada a
remodelacédo da cromatina (Han et al., 2012), desacetilagdo de histonas (Zhu et al.,
2008; Luo et al., 2012; Ryu et al., 2014) e desmetilacdo de histonas (Zhao et al.,
2015). A sinalizagdo do ABA induz a fosforilagdo mediada por SnRK da ATPase
(BRM) de remodelacdo da cromatina, inibindo sua atividade repressiva em genes
responsivos a ABA. A atividade dos modificadores de cromatina pode ser
direcionada a loci especificos ou diretamente modulada por cascatas de sinalizacao
de fitormdnios (Peirats-Llobet et al., 2016).

Mudancas na estrutura da cromatina podem controlar a biossintese e
sinalizacdo e resposta dos hormdénios vegetais. A variacdo na metilacdo do DNA
em resposta a disponibilidade de agua em alamo ou entre linhagens epigenéticas
recombinantes de Arabidopsis foram associadas a alteracdes nas respostas de
acido jasmoénico (JA), acido salicilico (AS) e etileno (Zhang et al., 2012; Lafon-
placette et al., 2018). Plantas de arroz com reducdo da metilacdo na H3K27me3
exibiram diferencas significativas no contetdo enddégeno de auxina acido indol-3-
acetico (AlA), giberelina (GA), ABA, JA e AS (Liu et al., 2016).

Os genes de resposta aos fitormonios estdo sob controle direto dos
modificadores de cromatina. Em Arabidopsis, a Argonauta AGOL1 é envolvida na
homeostase da auxina, e quando guiada por pequenos RNAs e associada a
complexos SWI/SNF liga genes ativados por estimulos da JA, AIA e AS (Liu et al.,
2018a). Em Arabidopsis, 0s genes responsivos ao ABA sao reprimidos pela
desacetilacdo de histonas (Perrella et al.,, 2013) por acdo do MULTICOPY
SUPRESSOR OF IRA (MSI) que recruta o HISTONE DEACETYLASE (HDA19)
(Alexandre et al., 2009; Mehdi et al., 2016) e também por remodelacdo da cromatina
mediada por BRM (Han et al., 2012).

Um estudo recente avaliou a conexao entre metilacdo e desmetilagéo do
DNA e o fitorménios. As vias de metilacdo e desmetilagdo atuam sinergicamente e

antagonicamente em varios tecidos e em resposta a tratamentos com seis
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fitormbnios, sugerem existéncia de mecanismos de regulacdo do metiloma ligado a
hormonios que podem contribuir para a diferenciacdo e desenvolvimento do tecido
(Bennett et al., 2021). Os tratamentos com AUX, CK, ET e ABA exdgenos
impactaram a atividade promotora de certos genes relacionados a metilacéo e
desmetilagdo do DNA em varios tecidos radiculares, sugerindo que um mecanismo
de regulacao do metiloma ligado a hormonios pode contribuir para o crescimento e
desenvolvimento da raiz (Bennett et al., 2021).

Além da correlacao da metilacdo do DNA com horménios, alteracfes nos
niveis de poliaminas (PAs) podem afetar a metilacdo do DNA (Fraga et al., 2004).
As principais PAs encontradas em plantas séo Putrescina (Put), Espermidina (Spd)
e Espermina (Spm). Estdo envolvidas em diversos eventos fisiologicos, como
crescimento e desenvolvimento vegetal, embriogénese somatica e zigotica,
iniciagdo e desenvolvimento floral, senescéncia foliar, desenvolvimento e
maturacdo de frutos, bem como nas respostas a estresses bioticos e abidticos
(Bouchereau et al., 1999; Bagni e Tassoni, 2001; Alcazar et al., 2006, 2010; Silveira
et al., 2006; Santa-Catarina et al., 2007; Kusano et al., 2008; Chen et al., 2019).
Além disso, interagem outros metabdlitos, incluindo hormdnios e em resposta a
estresses (Kusano et al., 2008).

Em plantas, a biossintese de PAs se inicia com a sintese da Put. A
biossintese de Put acontece diretamente a partir da ornitiha ou pela
descarboxilacdo da arginina, enquanto a Spd e Spm sao sintetizados a partir de
Put por sucessivas transferéncias de grupos aminopropil fornecidos pela S-
adenosilmetionina descarboxilada (dcSAM) através da SAM (Santa-Catarina et al.,
2006; Kusano et al., 2008; Campestre et al., 2011; Chen et al., 2019). O catabolismo
de PAs é realizado por duas principais amina oxidases, a amina oxidase
dependente de cobre (CuAOs) e PA oxidases contendo flavina (PAOs). CuAOs
exibem preferéncia por catalisar Put e Cad, sua oxidacdo em grupos amino
primarios, gerando 4-aminobitanal (Wang et al., 2019). Ja PAOs apresentam forte
afinidade na degradacao de Spd e Spm, bem como seus derivados (Alcazar et al.,
2010).
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3.2.3. MATERIAL E METODOS

3.2.3.1. Material vegetal e condi¢gdes de crescimento

Sementes de soja das cultivares BRS-284, Embrapa 48 e BR-16 (cedidas
pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéaria) foram desinfetadas
superficialmente com hipoclorito a 2% por 30 segundos e lavadas em agua
destilada esterilizada por 30 segundos. Essas sementes foram cultivadas em tubos
de ensaio (150 x 25 mm) contendo 20 mL de meio de cultura Murashige e Skoog
(MS) (Phytotechnology Lab, Overland Park, KS, EUA) (Murashige e Skoog 1962)
suplementado com 30 g/L de sacarose, 7 g/L de agar (Sigma-Aldrich). O pH foi
ajustado para 5.8 e 0 meio de cultura foi esterilizado em autoclave a 120°C por 15
min. Os tubos foram mantidos em incubadora com demanda bioquimica de oxigénio
(B.0.D) a 28°C, fotoperiodo de 12/12h e intensidade de luz de 100 pmol m=2 s* por
7 dias.

3.2.3.2. Tratamento com 5-azacitidina (5-azaC)

Foi preparada uma solucéo estoque de 5-azaC (Sigma) a 100 mM diluido
em dimetilsulfoxido (DMSO). A partir da solucdo estoque, foi preparada uma
solucéo de 5-azaC a 10 mM diluida em agua ultrapura (Sigma) e foi adicionada ao
meio MS. Foram testadas diferentes concentracdes de 5-azaC, sendo 0 uM o
controle e 25, 50 e 100 pM.

3.2.3.3. Andlises de variaveis biométricas

O experimento foi realizado utilizando delineamento inteiramente
casualizado (DIC) e quatro réplicas biolégicas de cada tratamento (pool de 4
plantulas por réplica) foram escolhidas aleatoriamente. Foram submetidas as
avaliacbes de varidveis biométricas referentes a comprimento (cm), massa da

matéria fresca e massa da seca de raiz e da parte aérea.
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3.2.3.4. Extracdo de pigmentos fotossintéticos

Folhas de plantulas controle e tratadas com 7 dias de desenvolvimento
(primeiro par de folhas) foram utlizadas para a extragdo dos pigmentos
fotossintéticos. Aproximadamente 20 mg de massa fresca de folha foram
submersas em 300 uL de dimetilsulféxido (DMSO) e mantidas no escuro por 2 dias
a 23°C até a extracao total dos pigmentos fotossintéticos. Os teores de clorofila a
a (Chl a), clorofila b (Chl b) e carotenoides (CR) foram determinados através da
leitura no espectrofotdmetro em comprimento de onda de 665, 649 e 480 nm,
respectivamente. Os teores de pigmentos por area foliar em mg/g foram estimados
utilizando as seguintes equacdes proposta por Wellburn (1994):

Clorofila a = Ca = 12,19 Asss — 3,45 Asao
Clorofila b = Cb = 21,99 Asa9 — 5,32 Asss
Carotenoides = Cy+c = (1000 Asgo — 2,14 Ca — 70,16 Cb)/220

3.2.3.5. Microscopiade fluorescéncia

Raizes das plantulas crescidas por 7 dias em meio MS com metade da com
e sem b5-azaC foram coletadas e foram realizados cortes longitudinais e
transversais da raiz. O material foi dividido em duas zonas: zona de alongamento
e zona meristematica, regiao de divisdo celular, com tamanho aproximado de 5 cm
em cada. Posteriormente, foram fixados em solucéo de gluteraldeido 2% por 24h,
conforme Ruzin (1999). Apés a fixacdo, o material foi lavado em alcool 50% por 10
min.

Para realizar a analise de fluorescéncia por microscopia, o material foi
cortado a mao livre, aderido as laminas histologicas e lavado com tampé&o PBS (pH
7.0). O material foi tratado com as seguintes solucdes: foi corado com dicloridrato
de 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) a partir de uma solucao estoque de 0,1 mg mL"
L emtampéo PBS (pH 7,0), para deteccdo de nlcleo e DNA. Em seguida, foi lavada
com tampédo PBS e com agua destilada. Apés a lavagem, o material foi corado com
iodeto de propidio (IP) (Img 1mL™?) diluido em &gua destilada por 1min para
coloracéo da parede celular, seguindo de lavagem em agua destilada e examinadas
em microscopio confocal Leica TCS-SPE, utilizando o software Leica LAS

interactive, para obtencdo das imagens.
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3.2.3.6. Avaliacdo do conteudo relativo de DNA das plantulas em citdmetro

de fluxo

O conteudo relativo de DNA do tecido radicular de plantulas controle e
tratadas com 5-azac crescidas por 7 dias em BOD foram obtidos com o auxilio de
um citbmetro de fluxo. Suspensdes de nuicleos de raizes jovens foram preparadas
por meio de “chopping” dos tecidos com uma lamina de ago descartavel (Galbraith
et al., 1983) em tampéao de isolamento WPB (Loureiro et al., 2007). A suspenséao
de nucleos foi filtrada em membrana de nylon com malha de 30 um (CellTrics®)
para a remoc¢do de fragmentos de células e restos de tecidos. Em seguida foi
adicionado iodeto de propidio (1 mg mL*) em cada amostra, para corar o DNA. As
amostras foram mantidas no escuro por 15min e posteriormente foram analisadas
no CytoFLEX (Beckman Coulter, CA, EUA). Os histogramas gerados foram
analisados utilizando o software CytExpert 2.0.1 (Beckman Coulter) e o contetdo
de DNA (pg) foi calculado de acordo com Dolezel e Bartos (2005) e Dolezel et al.
(2007).

3.2.3.7. Analise protedmica label-free

Para andlise protedmica, foram coletadas e preparadas raizes de plantulas
controle e tratadas com 5-azac por 7 dias. Trés réplicas biolégicas de cada
tratamento (300 mg massa fresca de cada réplica) foram maceradas em nitrogénio
liquido. As amostras foram misturadas em microtubos com 1 mL de tampéo de
extracdo TCA/Acetona 10% e 20 mM de DTT. Em seguida, foram agitadas em
vortex por 30min a 4°C e posteriormente foram deixadas no freezer (-20°C) por 1 h
para a precipitacdo. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 16.000 g
por 30min a 4°C. Os sobrenadantes foram coletados e a concentracéo de proteinas
foi mensurada com o kit Bradford Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
EUA) utilizando a gamaglobulina bovina (BGG; Bio-Rad) como padréo.

As amostras foram ressuspensas em uma solucdo composta por ureia (7
M) e tioureia (2 M), e a digestdo de proteinas com tripsina foi realizada usando
unidades de filtro Microcon-30 kDa (Millipore) (Lipecka et al., 2016), seguindo a
metodologia de preparagdo de amostra auxiliada por filtro (FASP) descrita por

(Wisniewski et al., 2009), com algumas modificacdes.
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A quantificacdo dos peptideos nas amostras foi realizada apoés a digestao
em espectrofotometro NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific) e 1 pg de
proteinas digeridas foram injetadas em espectrébmetro de massa nanoAcquity
UPLC conectado a um instrumento SYNAPT G2-Si Q-TOF (Waters, Manchester,
Reino Unido) com os parametros descritos por (Botini et al., 2021). O
processamento de espectros e a busca no banco de dados foram realizados
usando o software ProteinLynx Global SERVER (PLGS) v.3.02 (Waters), e as
analises de quantificacdo sem rétulo foram realizadas usando o software ISOQuant
v.1.7 (Distler et al., 2014). Para andlise de abundancia diferencial, foi realizado um
teste t de Student bicaudal. As proteinas foram consideradas Down ou Up
acumuladas, respectivamente, as que apresentaram valores de p < 0,05 e log2 do
fold change (comparacéo tratada/controle) < -0,5 ou = 0,5.

A andlise de anotacéo funcional de proteinas diferencialmente acumuladas
foi realizada com base no banco de dados KO (KEGG Orthology) usando a

ferramenta KOALA (disponiveis em https://www.kegq.jp/blastkoala/). Os numeros

de KO foram usados para determinar as principais vias metabolicas no banco de
dados de mapeamento KEGG PATHWAY
(https://www.genome.jp/kega/pathway.html).

3.2.3.8. Determinacéao de poliaminas (PASs) livres

As amostras de raizes e de parte aérea de plantulas controle e tratadas
com 5-azaC com 7 dias de desenvolvimento foram coletadas para determinacao
dos contetudos enddgenos de PAs, seguindo a metodologia descrita por Santa-
Catarina et al. (2006). Foram separadas trés repeticbes biologicas (200 mg de
massa fresca cada), os quais foram maceradas com 1,2 mL de PCA a5 % (v/v), e
mantidas no gelo por 1h, em seguida foram centrifugadas a 20.000 x g por 20min
a 4°C. O pellet foi ressuspendido em 100 uL de PCA a 5% centrifugado a 20.000 x
g a 4°C durante 20min, e o sobrenandate foi unido ao anterior, respectivamente.
Posteriormente, as PAs foram dansiladas. Para tanto, 40 yL da amostra de PAs
foram misturados com 100 uL de cloreto de dansil (5 mg mL* em acetona 100%
gelada- 1,8 mM), 50 pL de solugao saturada de bicarbonato de sddio (NaHCO3) e
20 pL de 1,7 - diaminoheptano (DAH) 0,05 mM, utilizado como padré&o interno. Em

seguida, as amostras foram incubadas no escuro por 50min a 70°C. Foi realizado
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a remocéao do excesso de cloreto de dansil pela adicdo de 25 pL de solucao de
prolina (100 mg mL-) com posterior incubacéo por 30min no escuro em temperatura
ambiente.

As PAs dansiladas foram particionadas com 200 pL de tolueno e 175 pL
da fase apolar (organica) que contém as PAs foram coletadas, secas sob jato de
nitrogénio, e ressuspendida em 175 pL de acetonitrila absoluta. Foi utilizado HPLC
com coluna C18 de fase reversa (Shimadzu Shim-pack CLC ODS) de 5 pm para
identificacdo e quantificacdo das PAs. Foram utilizados os solventes A e B -
solvente A - acetonitrila 10% em agua, pH 3,5 ajustado com HCI 1N e solvente B —
acetonitrila absoluta, para o gradiente. A mudanca na propor¢ao da solucao B em
relacdo a solucdo A definiu o gradiente de corrida. O gradiente de acetonitrila
absoluta (solucéao B) foi programado para 65% durante os primeiros 10 min, de 65
a 100% entre 10 e 13min e 100% até 21min com fluxo de 1 mL min “*a 40°C. O
detector de fluorescéncia foi ajustado para excitacdo a 340 nm e emissédo em 510
nm. Foram injetados 20 uL da solugdo de PAs dansilada. As areas dos picos e 0s
tempos de retencéo de cada PAs foram avaliados por comparagcdo com PAs padrao

de Put, Spd e Spm (Sigma-Aldrich) em concentra¢des conhecidas.

3.2.3.9. Quantificacdo dos niveis de etileno

A emisséao de etileno foi avaliada em plantulas controle e tratadas com 5-
azaC com 7 dias de desenvolvimento em tubo tampado com fita microporo,
permitindo as trocas gasosas. Os tubos foram vedados com plastico filme para
tornar o recipiente fechado por 2h para acumulo dos gases. Com o auxilio de uma
seringa (5 mL) foi coletada uma amostra do ar. A amostra gasosa foi injetada em
um cromatografo de gases (modelo Trace 1310, Thermo Scientific, Italy) equipado
com um loop de 1 mL, coluna empacotada Porapak Q, detector de ionizacdo em
chamas e metanador. As condi¢cbes da andlise foram: pressdo de 140 KPa no
injetor e temperaturas do forno, injetor, detector e metanador, respectivamente, de
80°C, 150°C, 300°C e 360°C. Para cada um dos analitos foi realizada uma curva
de calibracéo utilizando gas padrédo (White Martins, Brazil), possibilitando por meio

de regressao linear quantifica-los nas amostras.
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3.2.3.10. Quantificagédo ABA e AIA

A extracdo de ABA e AIA nas amostras de parte aérea e raiz de plantulas
controle e tratadas com 5-azac foi baseada na descrita por Alvarez-Flérez et al.
(2017). AIA e ABA foram determinadas em trés amostras biologicas dos
tratamentos controle e tratadas com 5-azaC de acordo com Silveira et al. (2004).

As amostras (1 g de massa fresca cada amostra) foram maceradas em
nitrogénio liquido, e adicionado 2,5 mL de solucdo de extragdo contendo
metanol:isopropanol (2:8, v/v, com 1% de acido acético glacial). [*H]AIA e [*H]ABA
radioativos foram utilizados como padréo interno. O extrato foi agitado em vortex
por 5min. Em seguida, foi centrifugado por 15min a 20.000 g a 4°C. Os
sobrenadantes foram coletados e os pellets foram reextraidos com solucdo de
extracdo e foram novamente agitado em voOrtex e centrifugado novamente.
Posteriormente, os sobrenadantes foram concentrados em "speed vac" a 45°C, até
20% do volume inicial (1 ml). Os volumes foram ajustados para 3 mL com agua
Milli'Q e o pH ajustado para 2.5 usando HCI (1N). As amostras foram divididas duas
vezes com éter etilico.

As fases organicas contendo AIA e ABA foram secas em "speed vac" a
45°C, dissolvidas em 300 pL de metanol 100% e armazenadas a -70°C até a
analise. Aliquotas dos extratos armazenados foram analisados por HPLC, usando
coluna de fase reversa de 5-um (Shimadzu Shin-pack CLC ODS). O gradiente foi
desenvolvido misturando proporcdes crescentes de metanol absoluto a 10% de
metanol mais 0,5% de acido acético em agua. O gradiente de metanol absoluto foi
programado para 20% nos primeiros 15min, de 20% a 45% entre 15min e 22min,
de 45% a 54% entre 22min e 33min, de 54% a 100% entre 33min e 34min, e 100%
entre 34min e 50min, com fluxo de 1 ml min—1 a 40°C. A concentracdo de AlA foi
determinada usando um detector de fluorescéncia a 280 nm (excitacédo) e 350 nm
(emissao). A concentracdo de ABA foi determinada usando um detector UV-VIS a
254 nm. As fracBes contendo AIA e ABA foram coletadas e analisadas no contador

de cintilacéo liquida Packard Tri-Carb para estimar as perdas.

3.2.3.11. Extracdo de RNA, construcdo de cDNA e analise por RT-gPCR
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O RNA total foi isolado das raizes das plantulas com 7 dias de
desenvolvimento com e sem adicdao de 5-azaC utilizando o reagente Trizol®
(Invitrogen), seguindo as instrugdes do fabricante. A concentragao e integridade do
RNA foi medida usando um espectrofotdmetro NanoDrop™ 2000/2000c (Thermo
Fisher Scientific). Amostras de RNA com razdes 260/280 e 260/230 de 1,8-2,0
foram usadas para os experimentos posteriores. A integridade do RNA também foi
verificada por eletroforese em gel de agarose 1,5% com coloragdo com brometo de
etidio.

O cDNA foi construido usando 4 ug de RNA usando o kit GoScript™
Reverse (Promega) de acordo com o protocolo do fabricante. Para analisar a
expressdo génica, as reagdes de RT-gPCR foram realizadas com SYBR Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems). A RT-qPCR foi realizada utilizando o
Applied Biosystems Step OneTM Real-Time PCR Systems, de acordo com o
fabricante, em placa de 48 pog¢os com volume final de 15 pL, contendo 0,75 uL de
cada primer direto e reverso, 7,5 de SYBR Green, 3 uL de cDNA e 3 pL de agua
ultrapura.Os iniciadores (primers) foram construidos usando a ferramenta Oligo
Analyzer da Integrated DNA Technologies (IDT) (Tabela S3). A expressao relativa
das amostras foi quantificada com o céalculo de 2-AACT conforme descrito
anteriormente (Rao et al., 2013), utilizando o gene MED37 de soja como controle
interno (Machado et al., 2020).

3.2.3.12. Analises estatisticas

Os dados obtidos, foram submetidos a analise do Teste t com nivel de

significancia de 95% (P<0,05), utilizando GraphPad Prism suite v8.0.

3.2.4. RESULTADOS

3.2.4.1. 5-azaC afeta o desenvolvimento de plantulas de soja, mas nao a

germinacao
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Para determinar se a metilagdo do DNA influéncia no desenvolvimento de
plantulas de soja, sementes da cultivar BRS 284 foram crescidas em diferentes
concentracfes do inibidor da metilacdo 5-azaC. A figura 8 mostra o fenétipo das
plantulas de soja nas concentracdes de 0 uM (controle), 25, 50 e 100 puM de 5-azaC
por 7 Dias ApGs a Embebicao (DAE). A reducdo no crescimento da parte aérea e
da raiz foi proporcional ao aumento de concentracdo de 5-azaC, sendo a
concentracéo de 100 uM a que induziu redugéo no tamanho das plantulas (Figura
8).

Figura 8: Efeito do inibidor da metilagéo (5-azaC) no desenvolvimento de soja
com 7 DAE em diferentes concentracdes de 5-azac (0, 25, 50 e 100 uM). Escala
da barra = 1 cm. DAE — Dias Apés a Embebicéao

A concentracdo de 100 uM de 5-azaC, reduziu o tamanho das plantulas
(Figura 9 A). Neste tratamento, as plantulas apresentaram reducdo no comprimento
e na massa fresca da parte area e raizes (Figura 9 B e C), e na massa seca apenas
nas raizes (Figura 9 D). No entanto, ndo houve diferenca significativa entre a massa

seca da parte aérea de plantulas controle e tratada (Figura 9 D).
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Figura 9: Andlise fenotipicadas plantulas de soja cultivar BRS 284 com 7 DAE.
(A) Plantulas controle e tratadas com 5-azaC (100 uM). (B) Comprimento (cm) da
parte aérea e raiz das plantulas. (C) Massa fresca da parte aérea e raiz das
plantulas. (D) Massa seca da parte aérea e raiz das plantulas. A escala da barra =
lcm. ns - indica que ndo houve diferenca significativa. *** - indica diferenca
significativa do tratamento com 5-azaC em relacdo ao controle P<0,001 de acordo
com o teste t.

Com o intuito de analisar a influéncia da metilacdo do DNA em outras
cultivares de soja, foram testadas as concentracdes de 0 (controle) e 100 uM de 5-
azaC nas cultivares Embrapa 48 e BR-16, uma resistente e a outra
suscetivel a seca, respectivamente (Figura 10). Apesar das cultivares possuirem
caracteristicas diferentes, o fenétipo das plantulas tratadas com 5-azaC, tanto da
Embrapa 48 quanto da BR-16, apresentaram redu¢do no comprimento da parte
aérea e raiz, bem como reducdo na massa fresca da parte area e raiz (Figura 10
A-B e E-F), assim como foi observado na cultivar BRS-284, (Figura 10). Também
foram analisados os pigmentos fotossintéticos das cultivares contrastantes e o
tratamento com 5-azaC né&o induziu reducao significativa nos niveis de pigmentos
fotossintéticos em ambas cultivares (Figura S4).
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do tratamento com 5-azaC em relacéo ao controle P<0,001 de acordo com o teste t.
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Considerando que o tratamento com 100 pM de 5-azaC afetou o
desenvolvimento de plantulas de soja, sendo 0 maior impacto no desenvolvimento
da raiz, foi analisado o efeito dessa concentracdo de 5-azaC na germinacao de
sementes da BRS 284 (até 24 Horas Ap6s a Embebicdo (HAE)) e no
desenvolvimento da radicula (até 3 dias apds a embebicdo (DAE)) (Figura 11 A e
B).

A taxa de germinagao de sementes tratadas com 5-azaC foi de 80% e de
sementes controle foi de 75%. Esse resultado sugere que o tratamento com 5-azaC
nao afetou a germinacao (24 HAE) (Figura 11B). O tratamento com 5-azaC nao
afetou a massa fresca e seca das radiculas no controle e no tratamento com 5-
azaC ao longo dos 3 DAEs (Figura 11 D e E). Entretanto, causou reducéo
significativa na area da radicula tratada em comparacao com a radicula controle a
partir do 2 DAE (Figura 11 C).
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Figura 11: Efeitos do 5-azaC na germinacéao e no desenvolvimento radicular
plantulas de soja cultivar BRS 284 apo6s 1, 2 e 3 dias de tratamento. (A)
Germinacdo e desenvolvimento da radicula de soja. (B) Porcentagem de
germinacéo (HAE). (C) Area (mm3), (D) Massa fresca (g), (E) Massa seca (g), da
radicula em 1, 2 e 3 DAE. DAE (Dias Apo6s a Embebicéo); HAE (Horas Apos a
Embebicao). ns - indica que ndo houve diferenca significativa. ** - indica diferenca
significativa do tratamento com 5-azaC em relacao ao controle P<0,01 de acordo
com o teste t.
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3.2.4.2. 5-azaC afeta a expressdo de genes relacionados a metilagdo e
desmetilacédo do DNA em plantulas de soja

O tratamento com 5-azaC casou uma reducédo de 69% no tamanho das
raizes das plantulas de soja. Assim, prosseguiu-se a andlise dos perfis de
expressdo de genes que codificam DNA metilases (MET1 e DRMZ2), DNA
desmetilase (ROS1) e doadores do grupo metil (SAM) em raizes de plantulas
tratadas e néo tratadas com 5-azaC por 7 dias (Figura 12). MET1 n&o sofreu
alteracao na expressao em ambas as condi¢des de tratamento (com e sem inibidor
da metilacéo). Entretanto, o gene que controla a metilacdo do DNA de novo, DRM2,
apresentou um nivel de expressao significativamente maior em raizes de plantulas
tratadas com 5-azaC (Figura 12). Em comparacdo com os genes que controlam a
metilacdo do DNA, o gene que controla a desmetilacdo ativa do DNA, ROS1la
(Glyma.10G065900) teve a expressao significativamente menor, sendo regulado
negativamente em raizes tratadas com 5-azaC, (Figura 12).

Além dos genes que estdo envolvidos diretamente na metilacdo e
desmetilase do DNA, também foi analisado o nivel de expressdo do gene S-
adenosylmethionine synthase 2 (SAMS) em raizes tratadas e nao-tratadas com
inibidor da metilacdo (figura 12). A expressao de SAM (Glyma.03G223000) foi

significativamente maior em plantulas tratadas (Figura 12).
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Figura 12: Expresséo de genes relacionados a metilacdo (MET 1 e DRM2) e
desmetilacdo do DNA (ROS1) em raiz de plantulas de soja com 7 DAE. ns -
indica que ndo houve significAncia estatisticas. **e***- indicam diferenca
significativa do tratamento com 5-azaC em relacdo ao controle P<0,01 e
P<0,0001, respectivamente, de acordo com o teste t.
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3.2.4.3. 5-azaC afeta a morfologia das raizes

Considerando que o desenvolvimento das raizes das plantulas foram as
mais impactadas pelo tratamento com 5-azaC, prosseguiu-se a analise das
alteracdes morfoldgicas das raizes com 7 DAE tratadas e ndo-tratadas com 5-azac
por microscopia confocal (Figura 13). Em raizes de plantas controle, as zonas
meristematicas (Figura 13 A-C) e de alongamento (Figura 13 D-F) apresentaram
desenvolvimento normal. Nestas raizes, 0s nlucleos sdo uniformes, pequenos e de
tamanho semelhante (Figura 13 A-F). Em raizes de plantulas tratadas com 5-azaC
(Figura 13 G-L) verificou-se mé& formacao da coifa (Figura 13 H-1) e ha presenca de
pelos na zona meristematica (Figura 13 K-L). Os nucleos sdo maiores e
desuniformes. Além dessas alteragdes, a figura 13 K mostra uma marcacédo do
nacleo em células de raizes com IP diferente do que foi observado para as células
radiculares das plantulas controle marcada. A figura 13 L mostra a marcacao
sobreposta de DAPI e IP em nulcleos das células das raizes de plantulas tratadas
com 5-azac. O IP ndo é permeavel a membrana, assim sugere-se que em raizes
tratadas com 5-azac pode estar ocorrendo uma desestabilizacdo da parede celular,

0 que permitiria a entrada do IP nestas células.
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DAPI IP Sobreposicao

Figura 13: Efeito do 5-azac nas raizes de plantulas de soja controle e tratadas
com 5-azac aos 7 DAE. (A-F) Raiz controle. (G-L) Raiz tratada com 5-azaC. (A-
C) Corte longitudinal da ponta da raiz controle (regido meristematica). (D-F)
Regido meristematica da raiz controle. (G-1) Corte longitudinal da ponta da raiz
tratada com 5-azaC (regido meristematica). (J-L) Regido meristematica da raiz
tratada. Coloracdo por DAPI, lodeto de propideo (IP) e sobreposi¢édo das imagens
de raiz de soja controle e tratadas com 5-azaC.
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3.2.4.4. O tratamento com 5-azaC induziu aumento do conteldo relativo de

DNA em raizes de plantulas de soja

Sabendo que as raizes tratadas com 5-azaC apresentaram alteracdes na
morfologia com nudcleos maiores e desuniformes, buscou-se investigar o
envolvimento da regulacdo epigenética e estabilidade gendmica relacionada ao
contetdo de DNA em células da raiz por citometria de fluxo (Figura 14). Raizes das
plantulas controle apresentaram um perfil caracteristico de plantas em
desenvolvimento inicial (Figura 14 A). por outro lado, raizes tratadas com 5-azacC
foi verificado alteracéo na distribuicdo dos picos 2C e 4C, sendo o pico 4C duas
vezes maior que o pico 2C e, ainda, a presenca de um pico em 8C (Figura 14 B).
Esses dados sugerem que o 5-azaC causa aumento nos niveis de ploidia em raizes
de soja. O tratamento com 5-azaC néo causou alteracdo no conteudo de DNA de

parte aérea (Figura S5)
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Figura 14: Conteudo de DNA das raizes de plantulas de soja com 7 DAE. (A)
Raiz controle. (B) Raiz tratada com 5-azaC.



64

3.2.4.5. Influéncia do 5-azaC no perfil protedmico das raizes

Com o intuito de descobrir mecanismos moleculares envolvidos com a
inibicdo da metilagdo do DNA, foi realizada uma anélise proteémica label-free para
comparar raizes controle e tratadas com 5-azaC. Um total de 1.205 proteinas foram
identificadas nas amostras controle e tratadas (tratamento com 5-azaC/ controle
sem 5-azaC) (Tabela S4). Dentre as 1.205 proteinas, 127 proteinas foram
diferencialmente acumuladas (Tabela S4). Destas, 13 proteinas foram exclusivas
(Unicas) em raizes de plantulas tratadas com 5-azaC e 3 proteinas Unicas em raizes
de plantulas controle (Tabela S4). Os pontos vermelhos representam as 66
proteinas up-acumuladas enquanto 45 proteinas down-acumuladas foram
representadas como pontos azuis (Figura 15 A) em raizes tratadas
comparativamente com as raizes mantidas no controle (comparagdo 5-
azaC/Controle sem 5-azaC),

Para determinar a anotacao funcional foi utilizada a ferramenta KOALA com
as sequéncias de proteinas diferencialmente acumuladas em raizes controle e
tratadas. O tratamento com 5-azaC promoveu o0 acumulo de proteinas associadas
ao processamento da informacao genética, metabolismo lipidico, processamento e
metabolismo da informacao genética, sistemas do organismo, processamento da
informacdo ambiental e metabolismo de outros aminoacidos (Figura 15 B). Por
outro lado, reduz o acumulo de proteinas associadas ao metabolismo de
carboidratos, de aminoacidos, biossintese de metabdlitos secundarios, processos
celulares, biossintese de outros metabdlitos secundarios e metabolismo de energia

foram down-acumuladas (Figura 15 B).
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Figura 15: Proteinas diferencialmente acumuladas em raizes de plantulas
tratadas com 5-azaC comparadas com controle (sem 5-azaC). (A) Gréfico
volcano de proteinas diferencialmente acumuladas. Pontos vermelhos: Proteinas
up-acumuladas (log2 FC = 0.5 p < 0.05). Pontos azuis: Proteinas down-
acumuladas (log2 FC < -0.5 P < 0.05). (B) Grafico de barras horizontais das
proteinas diferencialmente acumuladas em raiz tratada com 5-azaC comparada
com controle usando a anotacéo funcional da ferramenta BlastKOALA.
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3.2.4.6. Vias metabdlicas alteradas pelo tratamento com 5-azaC

O mapeamento das proteinas diferencialmente acumuladas identificadas
por analise protebmica mostrou variacdes importantes nas vias metabdlicas de
raizes de plantulas tratadas e ndo com 5-azaC durante 7 dias (Figura 16 C). Em
raizes tratadas com 5-azaC foram identificadas proteinas down-acumuladas
relacionadas a assimilacao de nitrogénio nos aminoacidos glutamina e glutamato
através do ciclo das enzimas GLUTAMINE SYNTHASE CLONE R1 (GS) e NADH-
DEPENDENT GLUTAMATE SYNTHASE 1 (GOGAT) e ASPARAGINE
SYNTHETASE 3 (AS). Além disso, em raizes tratadas com 5-azaC a GLUTAMATE
DEHYDROGENASE 1 (GDH) foi up-acumulada (Figura 16).

Em raizes tratadas com 5-azaC foram identificadas proteinas down-
acumuladas relacionadas a glicolise, como PHOSPHOFRUCTOKINASE (PFK),
proteinas da superfamilia de ALDOLASE, PYRUVATE KINASE (PK), MALATE
DEHYDROGENASE (MDH), MALATE SYNTHASE (MLS) e uma
PHOSPHOENOLPYRUVATE CARBOXYLASE (PEPC) relacionada com a
producdo de oxaloacetato (OAA). PEPC citosolica fixa CO. atmosférico e
respiratorio em oxalacetato, usando o fosfoenolpiruvato formado pela
decomposicéo glicolitica de carboidratos armazenados (Figura 16 C). As enzimas
PHOSPHOENOLPYRUVATE CARBOXYKINASE 1 (PEPCK), ALDEHYDE
DEHYDROGENASE (ALDH) e THIAMINE PYROPHOSPHATE DEPENDENT
PYRUVATE DECARBOXYLASE (TPP) foram up-acumuladas no tratamento com
5-azaC (Figura 16). A PYRUVATE DECARBOXYLASE 1 (PCD) foi down-
acumulada.

Em raizes tratadas had um consideravel numero de proteinas up-
acumuladas relacionadas ao metabolismo de parede celular, tais como enzimas
estruturais, como as proteinas ARABINOGALACTAN PROTEIN 31 (AGP) e
GLYCINE-RICH RNA-BINDING (GRP) e as proteinas modificadoras da parede
celular, como as proteinas UDP-D-XYLOSE SYNTHASE (UXS), UDP-D-
APIOSE/UDP-D-XYLOSE SYNTHASE (AXS), BETA-D-XYLOSIDASE,
XYLOGLUCAN ENDOTRANSGLUCOSYLASE/HYDROLASE PROTEIN A (XTH),
PECTIN METHYLESTERASE 3 OU PECTINESTERASE 3 (PME), PECTIN
ACETYLESTERASE 8-LIKE (PAE). PUTATIVE GALACTOSE-BINDING DOMAIN-
CONTAINING PROTEIN (GAL) e COPPER AMINE OXIDASE FAMILY PROTEIN
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(CuAOs). A B-1,3-GLUCANASE (GLU) foi down-acumulada em raizes tratadas
(Figura 16).

Além do maior acumulo de proteinas relacionadas a sintese de parede
celular em raizes tratadas, h4 maior nimero de proteinas up-acumuladas
relacionadas na resposta a estresses, como a proteinas ISOFLAVONE
REDUCTASE-LIKE (IFR) e NUCLEOREDOXIN 1 (NRX1). Proteinas relacionadas
a defesa por ataque de insetos ou patégenos, como as POLYPHENOL OXIDASE
Al CHLOROPLASTIC (PPO), KUNITZ-TYPE TRYPSIN INHIBITOR-LIKE 2 (KII),
proteinas D-MANNOSE BINDING LECTIN PROTEIN WITH APPLE-LIKE
CARBOHYDRATE-BINDING DOMAIN (D-MBL) foram up-acumuladas. Proteinas
de mecanismo redox também foram up-acumuladas, como as FERRETIN 1
(Ferretin), PEROXIDASE (POX), GLUTATHIONE S-TRANSFERASE U9 (GSTF),
L-ASCORBATE OXIDASE (AO), 2-OXOGLUTARATE and Fe(ll)-DEPENDENT
OXYGENASE (20G); e proteinas de reparo, como a proteina PROTEASOME 26S,
proteinas HEAT SHOCK 70 kDA (HSP70s), proteina 40S RIBOSOMAL PROTEIN
S3-3 (RPS3), proteina 40S RIBOSOMAL PROTEIN S7 (RPS7) e proteina 60S
RIBOSOMAL PROTEIN L9-LIKE (RPL6). As proteinas 60S RIBOSOMAL
PROTEIN L4 (RPL4) e CELL DIVISION CYCLE PROTEIN 48 HOMOLOG (CDC48)
foram unicamente acumuladas em raizes tratadas (Figura 16).

Foram identificadas proteinas down-acumuladas relacionadas a divisao
celular, tais como a e B-tubulinas, enquanto as proteinas CDC48 e do fator de
iniciacdo (elf3 e elf4) que sdo envolvidas no controle do ciclo celular e proliferacao
celular, foram up-acumuladas em raizes tratadas (Figura 16). Um outro ponto
importante observado em raiz tratada com 5-azaC foram proteinas up-acumuladas
relacionadas a producao de JA, sendo STEAROYL-[ACYL-CARRIER-PROTEIN] 9-
DESATURASE (ACP), LINOLEATE 9S-LIPOXYGENASE 1 (9-LOX), ALLENE
OXIDE CYCLASE (AOC), 12-OXOPHYTODIENOATE REDUCTASE 2 (OPR). A
enzima 9-LOX pode usar o 4cido linoleico como substrato e dar continuidade na
producéo de JA. Esse resultado sugere que o 5-azaC pode interferir nas vias de

resposta a patdogenos ou ferimentos (Figura 16).
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Figura 16: Vias metabdlicas mapeadas a partir dos dados de protebmica
comparativa entre raizes tratadas com 5-azaC e controle. Os quadrados
vermelhos indicam proteinas up-acumuladas e azuis indicam proteinas down-
acumuladas emraizes tratadas com 5-azaC. Os quadrados amarelos e azul claro
indicam proteinas exclusivamente acumuladas em raiz tratada e raiz controle,

respectivamente. Proteinas destacadas nas vias metabdlicas: GLUTAMINE
SYNTHASE CLONE R1 (GS) e NADH-DEPENDENT GLUTAMATE SYNTHASE 1 (GOGAT),
ASPARAGINE SYNTHETASE 3 (AS), GLUTAMATE DEHYDROGENASE 1 (GDH),
PHOSPHOFRUCTOKINASE (PFK), ALDOLASE, PYRUVATE KINASE (PK), MALATE
DEHYDROGENASE (MDH), MALATE SYNTHASE (MLS), PHOSPHOENOLPYRUVATE
CARBOXYLASE (PEPC), PHOSPHOENOLPYRUVATE CARBOXYKINASE 1 (PEPCK),
ALDEHYDE DEHYDROGENASE (ALDH), PYROPHOSPHATE DEPENDENT PYRUVATE
DECARBOXYLASE (TPP), A PYRUVATE DECARBOXYLASE 1 (PCD), ARABINOGALACTAN
PROTEIN 31 (AGP), GLYCINE-RICH RNA-BINDING (GRP), UDP-D-XYLOSE SYNTHASE
(UXS), UDP-D-APIOSE/UDP-D-XYLOSE SYNTHASE (AXS), BETA-D-XYLOSIDASE,
XYLOGLUCAN ENDOTRANSGLUCOSYLASE/HYDROLASE PROTEIN A (XTH), PECTIN
METHYLESTERASE 3 OU PECTINESTERASE 3 (PME), PECTIN ACETYLESTERASE 8-LIKE
(PAE), PUTATIVE GALACTOSE-BINDING DOMAIN-CONTAINING PROTEIN (GAL) e COPPER
AMINE OXIDASE FAMILY PROTEIN (CuAOs), B-1,3-GLUCANASE (GLU), ISOFLAVONE
REDUCTASE-LIKE (IFR), NUCLEOREDOXIN 1 (NRX1), POLYPHENOL OXIDASE A1l
CHLOROPLASTIC (PPO), KUNITZ-TYPE TRYPSIN INHIBITOR-LIKE 2 (KII), D-MANNOSE
BINDING LECTIN PROTEIN WITH APPLE-LIKE CARBOHYDRATE-BINDING DOMAIN (D-
MBL), FERRETIN 1 (Ferretin), PEROXIDASE (POX), GLUTATHIONE S-TRANSFERASE U9
(GSTF), L-ASCORBATE OXIDASE (AO), 2-OXOGLUTARATE and Fe(ll)-DEPENDENT
OXYGENASE (20G), PROTEASOME 26S, CELL DIVISION CYCLE PROTEIN 48 HOMOLOG
(CDC48), HEAT SHOCK 70 kDA (HSP70s), 40S RIBOSOMAL PROTEIN S3-3 (RPS3), 40S
RIBOSOMAL PROTEIN S7 (RPS7) e proteina 60S RIBOSOMAL PROTEIN L9-LIKE (RPL6), 60S
RIBOSOMAL PROTEIN L4 (RPL4), STEAROYL-[ACYL-CARRIER-PROTEIN] 9-DESATURASE
(ACP), LINOLEATE 9S-LIPOXYGENASE 1 (9-LOX), ALLENE OXIDE CYCLASE (AOC), 12-
OXOPHYTODIENOATE REDUCTASE 2 (OPR).
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3.2.4.7. 5-azaC induz reducdo do conteudo enddégeno de PAs, acido

abscisico (ABA), acido indolacético (AIA) e etileno

Considerando o possivel desbalanco em vias metabdlicas envolvidas no
ciclo da ureia e que este pode implicar na producdo de PAs e, ainda, o crosstalk
entre as vias de sintese de PAS, etileno e metilagdo do DNA através do SAM, foi
analisado o conteido enddgeno de PAs e etileno em parte aérea e raizes de
plantulas de soja com 7 DAE obtidas no controle e tratadas com 100 uM de 5-azaC.
O tratamento com 5-azaC causou reducao nos niveis de PAs livres totais em raiz.
No entanto, os niveis de PAs livres em parte aérea de plantulas controle e tratada
nao apresentou alteracéo estatistica (Figura 17A).

O conteudo enddgeno de Putrescina (Put) e Cadaverina (Cad) foram
significativamente reduzidos em parte aérea e raiz de plantulas tratadas com 5-
azaC (Figura 17 B e C). No entanto, o tratamento com 5-azaC, ndo alterou o
contetudo de Spm e Spd em parte aérea e raiz de plantulas (Figura 18 D e E). Com
relacdo a razdo das PAs [Put/(Spd+Spm)], ndo ha diferenca significativa entre parte
aérea de plantulas controle e tratada (Figura 17 F). Entretanto, raizes tratadas com
5-azaC apresentaram reducdao significativa da razéao (Figura 17 F), possivelmente
ocasionada pela reducéo da Put (Figura 17 B). A soma do contetudo de Spd e Spm,
mostrou um resultado diferente do que foi observado na razéo das PAs (dados ndo
mostrados). A parte area de plantulas tratadas com 5-azaC teve reducado
significativa, enquanto ndo houve diferenca entre raiz das plantulas obtidas no

controle e tratada.
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Figura 17: Conteudo enddgeno de PA em parte aérea e raiz de plantulas de
soja controle e tratadas com 5-azaC por 7 DAE. (A) Conteudo endégeno de PAs
livres totais (ug.g* de MS). (B) Conteldo de Put. (C) Conteldo de Cad. (D)
Conteudo de Spd. (E) Conteudo de Spm. (F) Razéo entre PAs [Put/(Spd+Spm)] em
parte aérea e raiz. MS - Massa Seca. ns - indica que ndo houve diferenca
significativa. *, ** e *** - indicam diferenca significativa do tratamento com 5-azaC
emrelagéo ao controle P<0,05, P<0,01 e P<0,001, respectivamente, de acordo com
o teste t.
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O tratamento com 5-azaC reduziu os niveis endoégenos de Put e Cad.
Considerando que as PAs e etileno utilizam o SAM como precursor, foi avaliado se
0 5-azaC causa alteragdo nos niveis de etileno. O tratamento de plantulas com 5-
azaC levou a menor emissao do géas etileno em comparagdo com plantulas controle
(Figura 18).
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Figura 18: Taxa de emissao de etileno em raizes de plantulas de soja do
controle e tratadas com 5-azaC aos 7 DAE. * - indica diferenca significativa entre
tratamento com 5-azaC em relacéo ao controle P<0,05 de acordo com o teste t.

O metabolismo de PAs em plantas esta intimamente ligado a muitas outras
vias metabdlicas. Assim, além do contetdo enddégeno de PAs, foi analisado se o
tratamento com 5-azaC influenciou no conteddo endégeno dos horménios ABA e
AlA. O tratamento com 5-azaC causou reducado no contetdo endégeno de ABA nas
raizes, porém nao alterou o contetdo na parte aérea (Figura 19 A).

Além da relacdo de ABA com Put, ABA possui uma relacao reciproca com
carotenoides, onde a diminuicdo de carotenoides bloqueia a biossintese de ABA
(Xu et al., 2017). Assim, foi quantificado os teores de pigmentos fotossintéticos
(clorofila a, b e carotenoides) de folhas de plantulas controle e tratadas com 5-azaC.
Plantulas tratadas com 5-azaC possuem niveis reduzidos de clorofila a, b e
carotenoides em comparacao com controle (Figura 19 B-D). Esse resultado sugere
gque o ABA pode ter uma regulacdo reciproca com a Put e que a reducdo de

carotenoides pode contribuir para 0s niveis mais baixos de ABA.
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Figura 19: Quantificacdo de ABA e pigmentos fotossintéticos em parte aérea
eraiz de plantulas de sojatratadas ou ndo com 5-azac aos 7 DAE. (A) Conteudo

enddgeno de ABA em parte aérea e raiz de plantulas de soja. (B) Teor de pigmentos
fotossintéticos (clorofila a, clorofila b e carotenoide) nas folhas de plantulas com 7
dias de desenvolvimento. ns — indica que ndo houve diferenca significativa. * e ** -
indicam diferenca significativa entre tratamento com 5-azaC em relacéo ao controle
P<0,05 e P<0,01, respectivamente de acordo com teste t.

Outro fitormbnio que desempenha papel importante na regulacdo do
crescimento e desenvolvimento de plantas e na interacdo planta-patégeno, é o
acido indol-3-acético (AlA). O tratamento com 5-azaC aumentou o nivel de AlA

endogeno em raizes, mas ndo causou alteracdo na parte aérea (Figura 20).
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Figura 20: Contetudo enddgeno de AIA em parte aérea e raiz de plantulas no
controle e tratadas com 5-azaC aos 7 DAE. MF: Massa Fresca. ns — indica que
ndo houve diferenca significativa. *- indica diferenga significativa entre tratamento
com 5-azaC em relacdo ao controle P<0,05 e P<0,01, respectivamente, de acordo
com teste t.

3.2.5. DISCUSSAO

3.2.5.1. Papel da metilacdo na germinacdo e no desenvolvimento de

plantulas de soja

A metilacdo do DNA é conhecida por ser uma marca epigenética importante
e por regular diversos processos biolégicos. A interrupcdo na homeostase da
metilacdo do DNA leva a varias anormalidades no desenvolvimento das plantas e
animais (Slotkin e Martienssen, 2007; Lang et al., 2017; Kumar e Mohapatra, 2021).
No presente estudo, plantulas da cultivar BRS-284 tratadas com 5-azaC
apresentaram alteracdo no fendtipo, com reducdo do comprimento, da massa
fresca da parte area e raiz (Figura 8, 9 e 21). Um fendtipo semelhante ao
encontrado na cultivar BRS-284 foi observado também mas cultivares BR-16 e
Embrapa 48 (susceptivel e resistente a seca, respectivamente) tratadas com 5-

azaC (Figura 10).
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O inibidor da metilagdo do DNA, 5-azaC, é utilizado para a compreensao
do papel metilagdo do DNA nos processos de desenvolvimento. E um analogo do
nucleotideo citosina e, € incorporado aleatoriamente em uma fita do DNA recém-
sintetizada no lugar da citosina. Esse mecanismo leva a uma hipometilacdo do
genoma em sequéncias aleatorias (Christman, 2002; Emani et al., 2002; Issa e
Kantarjian, 2009). Alguns estudos utilizaram o 5-azaC com o intuito de avaliar o
efeito da metilacdo no desenvolvimento da planta e na embriogénese somatica.
Virdi et al. (2015) observaram reducdo no tamanho das raizes de Arabidopsis
tratadas com 5-azaC. O tratamento de sementes de espinafre com 100 a 1000 uM
de 5-azaC regula negativamente a germinagao, o comprimento de raiz e altura da
planta (Li et al., 2015). Plantulas de Sorghum bicolor tratadas com 5-azac
apresentaram menor desenvolvimento de parte aérea e de raizes aos 4 dias de
tratamento (Turco et al., 2017). Grzybkowska et al. (2018) observaram que culturas
embriogénicas de Arabidopsis tratadas com 5-azaC durante) apresentaram
diminuicdo da metilacéo global do DNA e uma regulacéo positiva de DNA metilases,
enquanto as DNA desmetilases foram reguladas negativamente. Em plantulas de
Arabidopsis, o tratamento com 5-azaC nao afetou o acumulo de biomassa fresca e
seca, mas levou a uma maior porcentagem de flores. Além disso, o tratamento com
5-azaC diminuiu o nivel de resisténcia ao calor, a seca e ao estresse salino (Ogneva
et al., 2019).

O tratamento com 5-azaC afetou o desenvolvimento das plantulas de soja,
entretanto ndo afetou a germinacdo de sementes (Figura 11 A/B e Figura 21). O
processo germinativo inicia-se com a embebicdo de dgua pela semente quiescente
e culmina com a emergéncia da radicula. Iniciando assim a retomada do
metabolismo e o crescimento do embrido (Kim et al., 2011). A absorcdo de agua
resulta na ativacado de enzimas que auxiliam no afrouxamento da parede celular,
facilitando a expanséao celular e a protusdo do eixo embrionario (BEWLEY et al.,
2013; Lujan-Soto e Dinkova, 2021). Durante a germinacdo de sementes de soja,
ocorre a reativacdo da maquinaria da expansao celular nas primeiras horas de
embebicéo, levando a modulacéo estrutural da parede celular via expansao celular
divisdo (Bellieny-Rabelo et al., 2016; Sangi et al., 2019; Lujan-Soto e Dinkova,
2021). O processo de germinacdo em soja finaliza com a emisséo da radicula, o
gue geralmente ocorre até 24 HAE (Sangi et al., 2019). Bellieny-Rabelo et al. (2016)

7

mostraram que a maquinaria de divisdo celular é iniciada em 12 HAE, e
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possivelmente s estard pronta ap0s 0 processo germinagdo com a emissdo da
radicula. Apos a germinacédo, a radicula se desenvolve por divisdo celular o que
permite o desenvolvimento da plantula (Steinbrecher e Leubner-metzger, 2017).
Lujan-Soto e Dinkova (2021) relacionaram a fase Ill, ocorrida em 36 HAE,
como uma fase poOs germinativa, caracterizada pela mobilizagdo de reservas
armazenadas no endosperma para o0 eixo embrionario. O que desencadeia a
segunda absorcdo de agua e crescimento das plantulas mediada por divisdo
celular, dentre outros eventos moleculares e regulacdo nos niveis hormonais. Em
raizes de milho tratadas com 5-azaC foi observado hipometilacdo global do DNA
durante a interfase e na mitose (Yang et al., 2010). Portanto, sugere-se que 0 5-
azaC comeca a atuar a partir do 2° DAE do desenvolvimento da radicula com
reducdo significativa na area da radicula (Figura 11 A e C) e onde o

desenvolvimento é condicionado por processo de divisédo celular.

3.2.5.2. Andlise do efeito da metilacdo na expressédo de genes envolvidos na

metilacdo e desmetilacdo do DNA em plantulas de soja

Na presente pesquisa, o 5-azaC teve efeito primordial no desenvolvimento
da radicula e consequentemente da raiz (Figura 11 A e Figura 12). Assim, foram
analisados genes relacionados a regulacao da metilacdo do DNA em raizes de soja
(Figura 12). Genes DNA metilases que estdo envolvidos na metilacdo de
manutencdo da metilacdo (MET1) e metilacdo de novo (DRM2) séo expressos de
forma diferente em raizes de plantulas de soja tratadas com 5-azaC em
comparacao com raizes de plantulas controle (Figura 12 e Figura 21). Neste estudo,
0 5-azaC ndo promoveu alteracdo na expressdao de MET1, mas regulou
positivamente a expressao do gene DRM2. Esse resultado sugere que a metilacao
do DNA parece estar sendo controlada pela via RADM, devido a alta expressao da
DRM2 em raizes tratadas (Figura 12 e Figura 21). Grzybkowska et al. (2018)
verificaram o impacto da metilacdo na embriogénese somatica (ES) de Arabidopsis
thaliana tratadas com 5-azaC. Observaram uma diminui¢cdo na metilacédo global do
DNA durante a ES que foi contrastante com a regulagao positiva dos genes MET1
e CMTS3. Isso também foi observado para DRM2, que apresentou maior expressao
em ES. Observaram também a correlagdo negativa dos genes de DNA
desmetilases, ROS1, DME e DML2 (Grzybkowska et al., 2018). O maior tempo de
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expressédo dos genes MET1 e CMT3 coincide com o tempo das divisdes celulares
intensivas que estdo associadas a aquisicao do destino embrionario pelas células
do explante (Kurczynska et al., 2007).

A metilacado do DNA é acompanhada pela desmetilacdo do DNA, ocorrendo
um equilibrio entre esses processos antagbnicos controlando o padrédo de
metilacdo do DNA no desenvolvimento da planta. Na analise de expressao relativa,
o gene ROS 1 foi regulado negativamente em raizes tratadas com 5-azaC (Figura
12 e Figura 21). Isso pode indicar que o padrdo de metilacdo das raizes tratadas
foi alterado, sugerindo uma diminui¢do da metilagdo. A diminuicdo da expressao da
ROS1 pode ser condicionada por um mecanismo compensatoério, onde ROS1 é
bloqueada para evitar que ocorra mais desmetilagdo no genoma.

ROS1, Repressor de Silenciamento 1, é um importante DNA desmetilase
gque esta envolvida na regulagcdo transcricional dinamica do genoma que
desempenha um papel nos processos de desenvolvimento e respostas ao estresse
bidtico e abiotico. Grzybkowska et al. (2018), além de observar a diminuicdo da
metilacdo global do DNA e aumento da expressdao de MET1, CMT3 e DRM2
durante a ES, observou também a regulacdo negativa dos genes que codificam
DNA desmetilases (ROS1, DME, DML2). Em Arabidopsis, mostraram que em um
triplo mutante para rosl, dml2 e dml3, houve alteracdo da metilacdo do DNA
(Penterman et al., 2007b). De acordo com Hsieh et al. (2009) a falta de uma
correlacao direta entre a atividade da DNA metilase e o nivel de 5mC pode ser uma
consequéncia da complexidade das interacdes que controlam o equilibrio entre a
replicacdo do DNA, a metilacdo e desmetilacdo do DNA de manutencao de novo.

S- adenosil-L-metionina (SAM) € uma molécula chave presente nas células
eucarioticas que participa de varias reacdes bioldgicas importantes (Fontecave et
al., 2004; Martinez-Lépez et al.,, 2008). SAM é produzida pela enzima S-
adenosilmetionina sintetase (SAMS) (Fontecave et al., 2004). Além de participar de
diferentes vias, como a biossintese do etileno, PAs e resposta a estresses
ambientais, atua como doador de grupo metil com muitas proteinas, acidos
nucleicos, fosfolipidios e pequenas moléculas sendo metiladas principalmente por
SAM (Bauerle et al., 2015). A regulacdo positiva da SAM em raizes tratadas com
5-azaC, sugere que ela possa estar sendo utilizada como fonte doadora de grupo

metil para a DRM2.
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3.2.5.3. 5-azaC afeta o desenvolvimento das raizes de plantulas de soja

As analises demonstraram que as raizes tratadas com 5-azaC
apresentaram ma formacdo na regido da coifa, da columela e meristemética, onde
0S nucleos sdo maiores e irregulares (Figura 13 M-R). Além da mé& formacéo da
coifa, a regido da columela e regido meristematica parecem ser mais densas
(Figura 13 J e M). Um estudo com Arabidopsis mostrou que a regido da columela
da raiz é hipermetilada em CHH, com a funcdo principalmente de silenciar a
transcricdo de TEs (Kawakatsu et al., 2016). Isso sugere que o tratamento com 5-
azaC pode ter diminuido a metilacdo naquela regido, influenciando na ma formacao
das raizes. A sobreposicdo das marcacdes com DAPI e IP em nucleos de raizes
tratadas com 5-azaC sugere um desbalanco da parede celular/membrana, que
permite a entrada do IP nas células (Figura 13 F e O). Nas analises de prote6mica
comparativa foram observadas proteinas up-acumuladas relacionadas a
modificacdes da parede celular em raizes tratadas com 5-azaC (Figura 16 e Figura
21). Esses resultados sugerem uma remodelacdo de parede celular, de forma a
responder ao estresse causado pelo 5-azaC.

Em raizes tratadas com 5-azaC houve alteracéo nos niveis de ploidia, com
sobreposicao de dois niveis, sendo caracteristico um pico maior em 4C e um pico
menor em 8C (Figura 14B). Em raizes de milho tratadas com 5-azaC foi observada
alteracao global da metilacdo, levando a diminuicdo da metilacdo em histona 4
lisina 9 H4K9 e aumento da acetilacdo em H4, durante a mitose de células
meristematicas de raizes de milho (Yang et al., 2010). Portanto, a interrupcédo no
ciclo celular pode afetar os niveis de ploidia observado em raizes de soja 0 que

pode ter contribuido para nacleos maiores e desuniformes (Figura 13 J-R).

3.2.5.4. 5-azaC afeta a regulacdo de vias metabdlicas importantes para

desenvolvimento e resposta a estresses

Na analise protebmica das raizes, foram identificadas 66 proteinas up-
acumuladas em raizes tratadas com 5-azaC e 45 proteinas down-acumuladas.
Dentre estas proteinas, foram identificadas em raizes tratadas proteinas down-
acumuladas relacionadas ao ciclo da ureia e assimilagdo de nitrogénio, sugerindo

gue este pode ter sido prejudicado. As proteinas GOGAT, GS e AS séao
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relacionadas a assimilacdo de nitrogénio e foram down-acumuladas em raizes
(Figura 16). No entanto, as GS e GDH foram up-acumuladas em raizes tratadas
(Figura 16). A GOGAT catalisa a conversao de glutamina e 2-oxoglutarato em duas
moléculas de glutamato, fornecendo glutamato para assimilagdo de aménio. Como
resultado do ciclo GS-GOGAT, ocorre a producéo de glutamato, que pode entao
ser incorporado em outros aminoacidos através da agdo de aminotransferases ou
transaminases. Isso sugere que a assimilacao de nitrogénio em plantulas tratadas
pode estar sendo prejudicada. A proteina GDH, catalisa uma reacéo reversivel que
sintetiza ou desamina o glutamato, assimilando o amdnio em uma via alternativa
(Kumar e Trivedi, 2018).

Além do comprometimento do ciclo da ureia e da assimilagéo de nitrogénio
em raizes de plantulas tratada, quase todas proteinas da via glicolitica sdo down-
acumuladas, sugerindo que a via glicolitica possa também estar comprometida.
Entretanto, a enzima PEPCK é up-acumulada em raizes tratadas (Figura 16). A
PEPCK é empregada na gliconeogénese e apresenta alta afinidade para
descarboxilacdo do OAA (Rojas et al., 2019). Em muitos tecidos a gliconeogénese
estd associada ao metabolismo dos acidos do ciclo de Krebs e/ou compostos
nitrogenados quando séo liberados do vacuolo (Walker et al., 2021). Em raizes, a
PEPCK aparece em resposta a alimentacdo com aménio (Walker et al., 2021).

Na andlise protedmica, proteinas relacionadas a fermentacéo, como ALDH
foi up-acumuladas em raizes tratadas com 5-azaC (Figura 16). Como a via
glicolitica parece estar prejudicada e a producédo de ATP também, esse resultado
sugere a utilizacao dessa via como alternativa para gerar ATP. Plantas em resposta
a inundacao ativam a fermentacdo, como uma via metabdlica alternativa para
produzir ATP e regenerar NAD" (Gibbs e Greenway, 2003). Em sementes, as
enzimas ALDH usam NAD+ ou NADP+ como cofator para converter acetaldeido,
produzido por fermentacao etandlica, em acetato, que é subsequentemente usado
para a sintese de Acetil-CoA (Min et al., 2019).

Nas andlises microscépicas, foram observadas méa formacéo das raizes em
regides de extrema importancia para o desenvolvimento da planta — como na coifa.
Além disso, observou-se que a marcagao do IP se sobrepds ao DAPI em nucleos
de células de raizes tratadas com 5-azac (Figura 13K). Na andlise protedmica,
foram observadas proteinas estruturais e modificadoras da parede celular up-

acumuladas emraizes tratadas com 5-azac (Figura 16 e Tabela S4). Esse resultado
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sugere que o 5-azac modula proteinas estruturais de parede celular induzindo a
remodelacéo, o que pode ter facilitado a entrada de IP nas células. A parede celular
primaria da planta é uma estrutura dindmica composta principalmente por
polissacarideos organizados em uma rede polimérica altamente reticulada
(Albersheim et al., 2010; Haas et al., 2021; Zhang et al., 2021). Foram identificadas
proteinas estruturais da parede, como as proteinas GRPs e AGPs (Figura 16). As
GRPs séo relacionadas a resposta a condi¢des de estresse por frio e adaptacéo ao
ritmo circadiano (Carpenter et al., 1994; Kim et al., 2010). Genes GRPs foram
regulados negativamente em zona de alongamento do hipocétilo de plantulas de
soja expostas ao déficit hidrico (Creelman e Mullet, 1991). As AGPs séao
proteoglicanos e podem atuar como precursores de carboidratos e estdo envolvidas
no crescimento dos tubos polinicos de lirio (Jauh e Lord, 1996; Majewska-sawka e
Nothnagel, 2000). Estudos anteriores detectaram AGPs em ponta de raiz de
Arabidopsis, desempenhando um papel fundamental no controle da expanséao das
células epidérmicas da raiz (Ding e Zhu, 1997; Majewska-sawka e Nothnagel,
2000). Podem participar também na regulacdo do balanco hidrico na célula
(Showalter, 2001). Estas demonstram desempenhar um papel essencial no
crescimento, desenvolvimento, reproducédo, sinalizacdo e respostas ao estresse
das plantas (Nguema-Ona et al., 2012, 2013; Lamport e Varnai, 2013; Knoch et al.,
2014; Olmos et al., 2017; Ma et al., 2018; Silva et al., 2020).

As proteinas modificadoras de parede celular identificadas foram as
pectinas esterases (PAE), pectinas metilesterases (PME) e as xiloglucano
endotransglicosilase/hidrolase (XTHs) (Figura 16). As pectinas sdo importantes
polissacarideos estruturais da parede celular priméaria. As PAEs atuam em conjunto
com uma série de outras enzimas que degradam pectina, podendo estar envolvidos
no amolecimento e afrouxamento da pectina da parede celular priméaria em raizes
de plantas infectadas por nematoides (Vercauteren et al., 2002). As PAE foram
reguladas positivamente logo apés a infeccdo por nematoides em raizes de
Arabidopsis. Em mutantes de acetilacao de parede reduzida (rwa2) de Arabidopsis,
houve reducéo de 20% na acetilacdo da parede celular, que levou ao um aumento
da resisténcia a Botrytis cinerea (Manabe et al., 2011). A super expressao de uma
pectina acetilesterase fungica (Aspergillus nidulans) em Arabidopsis resultou em
tolerancia a Botrytis cinerea (Pogorelko et al., 2013; Philippe et al., 2017). A PME

tem como funcéo a desesterificagcdo do grupo carboxila metilado (COOCH3) da
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pectina para formar pectinas elasticas e acompanhar a geracdo de MeOH durante
a divisdo e maturacdo da célula vegetal (Komarova et al., 2014). Esta proteina é
necessaria para resposta da planta ao estresse por calor (Wolf et al., 2009; Wu et
al., 2018). Isso sugere que as plantulas no tratamento com 5-azaC ativam vias de
remodelagédo de parede celular de forma similar a resposta contra estresses
bidticos e abidticos.

Outra proteina modificadora de parede celular identificada foi a XTH. Esta
proteina atua no afrouxamento da parede celular, funciona no alongamento e
reconstrucdo da parede celular através do rearranjo das ligacfes entre as cadeias
de xiloglucano (Van Sandt et al., 2007). A superexpressao de XTHs afeta o
crescimento e a mecanica da parede celular em Arabidopsis estioladas (Miedes et
al., 2013). Estas enzimas desempenham importante papel na construcao,
remodelacdo e desmontagem da estrutura xiloglucana/celulose nas paredes
celulares do tipo | durante o crescimento e diferenciacdo celular, regulando o
desenvolvimento da raiz (Hara et al., 2014).

Além da identificacdo das proteinas modificadores da parede, a proteina
UXS sé@o up-acumuladas em raizes tratadas. Essa proteina catalisa
irreversivelmente a descarboxilacdo do acido UDP-glucurdnico (UDP-GIcA)
formando UDP-Xyl (Bar-Peled et al., 2001; Kuang et al., 2016; Zhong et al., 2017).
A UDP-Xyl funciona como um doador de acucar para a biossintese dos principais
polissacarideos da parede celular, como o xilano (monossacarideos da cadeia
principal) e o xiloglucano (Hayashi et al., 1988; Rodgers e Bolwell, 1992; Reiter,
2008). Os xilanos podem atuar auxiliando na defesa contra a herbivoros e
patdgenos, visto que aumentam a recalcitracdo da parede (Rennie e Scheller,
2014). A AXS é responsavel por sintetizar a UDP-D-apoiose (UDP-Api). A enzima
AXS pode formar dois acucares UDP, a UDP-Api e a UDP-xilose (UDP-Xil) ao
mesmo tempo via descarboxilagdo da UDP-D-glucaronato (UDP-Glca)(Mglhgj et
al., 2003).

As proteinas relacionadas ao metabolismo da parede celular podem atuar
em conjunto com proteinas up-acumuladas em raizes tratadas envolvidas na
resposta a estresses (IFR, NRX1) e ataque de patégenos (PPO, KIl e D-MBL)
(Figura 16). Além destas proteinas, a enzima GST também foi up-acumulada em
raizes tratadas. Essa enzima atua nas reagfes de desintoxicagdo, eliminando

moléculas reativas com a adi¢do da glutationa (GSH) e protegendo assim a célula
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do dano oxidativo (Oakley, 2011; Kumar e Trivedi, 2018). Esses resultados
sugerem que plantulas tratadas com 5-azaC parecem remodelar a parede celular
primaria para minimizar os danos causados pelo 5-azaC de forma semelhante as
respostas aos estresses abibticos e ao ataque de patégenos.

Além da modulacdo da parede celular em resposta a estresses, raizes
tratadas com 5-azaC tiveram maior acumulo de proteinas relacionadas a reparo,
como a proteina subunidade reguladora do proteassoma 26S e CDC48 (Figura 16).
O proteassoma 26S degrada proteinas mal enoveladas e desnaturadas produzidas
por erros de traducao ou danos pds-sintéticos, sendo essencial para o controle de
qualidade de proteinas (Kurepa e Smalle, 2008). As proteinas nao funcionais sédo
primeiramente reconhecidas por chaperonas, sendo ubiquitinadas através de Ub
ligases de ligacao a chaperonas e posteriormente sao degradadas pelo 26S (Jiang
et al., 2001; Murata et al., 2001; Yan et al., 2003; Kurepa et al., 2009). Em plantas,
CDC48 desempenha funcdes regulatérias essenciais no desenvolvimento e
possivel contribuicdo para a degradacdo de proteinas através do sistema
ubiquitina-proteassoma (UPS). Foi relatado que essa proteina esta envolvida
também na resposta imune das plantas, ndo atuando no ciclo celular, como em
animais (Hervé Begue, Arnaud Mounier, Claire Rosnoblet, 2019; Rosnoblet et al.,
2021). Em arroz, foi relatado que a ativacdo de genes que codificam CDC48
contribui para aumentar a tolerancia ao estresse abiético (Raja et al., 2021).

Outra classe de proteinas up-acumuladas em raizes tratadas relacionada
ao reparo, foi a proteina de choque térmico de 70 kDa (HSP70s) (Figura 16). As
HSP70s, sdo chaperonas envolvidas em uma variedade de processos celulares,
como o dobramento de proteinas, transporte de proteinas através da membrana e
regulacdo da degradacédo de proteinas. Portanto, desempenham papéis criticos
durante o ciclo de vida normal das plantas. As HSP70s estdo particularmente
envolvidas na regulacdo das respostas ao estresse bidtico e abidtico (Aghaie e
Tafreshi, 2020). A superexpressao de Hsp70-1 citosélico em Arabidopsis resultou
em maior tolerancia ao calor sob certas condicées (Sung e Guy, 2003).

Outras proteinas relacionadas a regulacdo da qualidade das proteinas
foram identificadas e estdo envolvidas no reparo mitocondrial, como as proteinas
ribossémicas S (RPS) e proteinas ribossémicas L (RPL) (Figura 16 e Tabela S4).
As RPS estdo envolvidas na estabilizacdo do complexo ribossomal e atuam

também na mediacao de sintese de proteinas (Ban et al., 2000; Barakat et al., 2001;
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Hanson et al., 2004). Esse resultado sugere que estas proteinas podem atuar em
conjunto no controle de qualidade e reparo das proteinas em raizes tratadas.
Raizes tratadas tiveram maior acimulo de proteinas da via de sintese de
acido jasmonico (JA) (Figura 16 e Tabela S4). O JA é um fitormbnio derivado de
acidos graxos poli-insaturados e desempenha papel crucial na resposta a varios
estresses hidticos e abidticos (Fahad et al., 2015; Hu et al., 2017; Aslam et al., 2021;
Wang et al.,, 2021). Um estudo recente mostrou que a ativagdo do sistema de
defesa da planta causa acumulo de horménios de defesa, como o JA e sistemas
antioxidantes como a GSH (Aslam et al., 2021). O JA e a GSH desempenham
importante papel na tolerancia ao estresse abidtico (Aslam et al., 2021). Em raizes
de soja apos inundacgao, o JA apresentou funcédo de recuperacdo, modulando os
niveis de atividade da nucleotidililtransferase (Khan e Komatsu, 2016). Esses
resultados sugerem que plantulas tratadas com 5-azaC podem estar produzindo

potenciais respostas contra estresses biotico e abioético.

3.2.5.5. 5-azaC afeta o conteudo enddgeno de PAs, ABA, AIA e aemissao de

etileno

No presente estudo, a concentracdo de duas PAs, Put e Cad, diminuiu
significativamente em parte aérea e raiz de plantulas tratadas (Figura 17 B/C e 21).
No entanto, a concentracdo de Spd e Spm néo se alterou (Figura 17 D/E e 21). A
reducado de Put e Cad pode ser relacionada ao catabolismo dessas PAs por CUAOs
up-acumuladas em raizes de plantulas tratadas com 5-azaC (Figura 16 e Tabela
S4). Essas proteinas exibem preferéncia por catalisar Put e Cad, sua oxidacdo em
grupos amino primarios, gerando 4-aminobitanal (Wang et al., 2019). O catabolismo
de PAs produz H>O> como produto final e desempenha papel essencial nas
interacdes planta-patdogeno (Jiménez-Bremont et al., 2014; Tavladoraki et al., 2016;
Rossi et al., 2018). A reducao da Put pode influenciar também reducao da divisao
celular e no contetdo de DNA observado em raizes de plantulas tratadas com 5-
azaC (Figura 14 B). De acordo com Santa-Catarina et al. (2006), a Put desempenha
papel fundamental no inicio da embriogénese, visto que nesta etapa as taxas de
diviséo celular é alta.

Um estudo com Cad em soja mostrou que esta diamina € essencial para o

desenvolvimento normal de raiz e para germinagdo em sementes de soja
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(Gamarnik e Frydman, 1991). Neste sentido, a reducao de Cad corrobora com o
descrito inicialmente para soja, mostrando que esta PA é importante para o
desenvolvimento da raiz, e reducao no conteido poderia afetar o crescimento da
raiz. Adicionalmente, foi mostrado que o estresse salino provoca reducdo do
crescimento do hipocétilo em soja e induz alteracbes nos niveis de PAs,
principalmente de Put e Cad pela agcéo da enzima CuAOs (Campestre et al., 2011).
A andlise demonstrou que Spd e Spm ndo sofreram alteracdo em plantulas
tratadas. Esse resultado pode ter ocorrer devido a reducéo de Put, que € precursora
dessas duas PAs (Santa-Catarina et al., 2006; Kusano et al., 2008; Chen et al.,
2019) e pelo acumulo da proteina S-adenosilmetionina sintase (SAMS) em raiz
tratada e controle (Figura 16). A SAMS catalisa a sintese de SAM, que atua na
sintese de PAs e também é um precursor para a sintese de etileno (Lasanajak et
al., 2014). Apesar da alta expressao de SAMS em raizes tratadas, a analise da taxa
de emissao de etileno mostrou diminuicdo deste hormdnio em raizes tratadas com
5-azaC (Figura 18 e Figura 21), sugerindo que o SAM produzido pode estar
funcionando como doador do grupo aminopropil par DMR2 e secundariamente ser
direcionado para a manutencéao dos niveis de Spd e Spm.

Além da diminuicdo de Put, Cad e etileno, houve também a reducdo nos
niveis de ABA em raizes de plantulas tratadas com 5-azaC (Figura 19 A e Figura
21). ABA e Put possuem regulacdo reciproca de sua biossintese e atuam
desencadeando o sistema antioxidante, aumentando assim a tolerancia ao frio em
meldo (Santa-Catarina et al., 2006; Li et al., 2021). Essa relagao reciproca entre
Put e ABA também foi observada neste estudo.

Além da correlacdo reciproca de ABA com Put, ABA também possui
correlacdo com carotenoides e etileno. Calos de Citros tratados com 5-azaC
tiveram reducdo nos teores totais de carotenoides e de ABA. A degradacao de
carotenoides culmina na diminuicdo da biossintese de ABA (Xu et al., 2017).
Resultados semelhantes foram observados no presente estudo em relacdo a
reducdo de carotenoide e de ABA. Os niveis de ABA também foram
correlacionados com os niveis de etileno em Arabidopsis. Estudos com Arabidopsis
mostraram que que altas concentracfes de ABA exdgeno promove a biossintese
do etileno (Zhang et al., 2010a; Joshi-Saha et al., 2011; Arc et al., 2013; Luo et al.,
2014; Shu et al., 2018).
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Outro fitormbnio que sofreu alteracdo em raizes tratadas com 5-azaC foi
AlA. Ao contrario de ABA e etileno, os niveis de AIA aumentaram em raizes tratadas
(Figura 20 e Figura 21). O aumento da auxina é correlacionado também com a
resisténcia contra patégenos. Em Arabidopsis, observaram aumento na
concentracdo enddgena de AlA apds 48 a 96h apds a inoculagdo com Pst DC3000
em comparacao com plantas de controle simuladas (Schmelz et al., 2004). Plantas
de arroz suscetiveis acumularam mais AIA do que plantas resistentes durante a
infeccdo com diferentes patdgenos (Ding et al., 2008; Fu et al., 2011). Esses dados
sugerem que 0 aumento da auxina em raiz de plantulas de soja tratadas com 5-
azaC seja um componente importante envolvido nas respostas de defesa.

A figura 21 representa esquematicamente os principais eventos bioldgicos

observados em plantulas de soja em resposta ao tratamento com 5-azaC.

Controle\ 5-azaC B

: : Regulagio Epigenética
I I Modulagso da P lul
ROS 1 [ odulacdo da Parede celular

—

Resposta a patdgenos e a
Germinagdo
- MET1

estresse abidtico
: emmnd DRM?2

Regulagdo hormonal

Desenvolvimento ]A
da Plantula SAM sintetase -
ABA
(' -

SAM
Y
\

\
Put e Cad
PAs

Figura 21: Representacdo esquematica dos principais eventos bioldgicos
alterados em plantulas de soja com 7 DAE em resposta ao 5-azaC. Traco
tracejado — ndo afeta; seta preta continua — aumenta; seta cinza — reducédo; ROS1
- REPRESSOR OF SILENCING 1; MET1 — DNA METHYLTRANSFERASE 1;
DRM2 - DOMAINS REARRANGED METHYLTRANSFERASES 2; ABA — Acido
Abscisico, AIA - &cido indol acético; PAs — Poliaminas; Put - Putrescina; Cad —
Cadaverina; Spd — Espermidina; Spm — Espermina; SAM — S- adenosil-L-
metionina.
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3.2.6. CONCLUSOES

Este estudo, visou observar o papel da metilagcdo do DNA na germinacéo e
no desenvolvimento de plantulas de soja. O inibidor da metilagdo do DNA, 5-azaC,
afeta o desenvolvimento das plantulas a partir do segundo dia de desenvolvimento
da radicula, mas ndo afeta a germinacao. Em plantulas de 7 DAE o 5-azaC regulou
positivamente a expressao de genes envolvidos na via de metilacdo por RdDM e
negativamente os genes ROS1, participante da desmetilacdo ativa do DNA. Foram
encontradas alteracbes morfolégicas e no conteddo de DNA nas raizes tratadas
com 5-azaC, sugerindo papel essencial da metilagdo do DNA no desenvolvimento
de plantulas de soja. Por protedbmica quantitativa, foram identificadas 66 proteinas
up-acumuladas e 45 proteinas down-acumuladas em raizes tratadas com 5-azac.
Essas proteinas estéo relacionadas com a modulacéao da parede celular, alteracbes
no metabolismo em resposta ao estresse abidtico, bem como em resposta a
patdgenos, sugerindo que a diminuicdo da metilacdo do DNA modula vias
semelhantes a resposta ao ataque por patdgenos ou estresse abidtico. O 5-azaC
modulou negativamente os niveis enddgenos de ABA, Put, Cad e etileno.
Entretanto, modulou positivamente AIA. Esses crosstalk hormonal possui papel
fundamental no desenvolvimento das plantulas. Os resultados desta pesquisa
auxiliam em uma melhor compreensao do importante papel da metilacdo do DNA
na modulacdo de vias semelhantes a resposta ao ataque por patdgenos ou

estresse abiotico e envolvidas no desenvolvimento de plantulas de soja.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados desta pesquisa contribuem para uma melhor compreenséo
da evolucéo e conservacdo das proteinas da familia MBD e sua relacdo com a
metilacdo do DNA em plantas, principalmente no genoma de uma leguminosa que
passou por dois eventos de duplicacdo do genoma, como a soja. Destaca-se a
conservacao de importantes residuos de aminoacidos dentro do dominio MBD
relacionados a afinidade de ligacdo ao DNA metilado nos contextos mCpG e mCpA.
Além disso, contribui com uma ampla visdo do papel da metilacdo do DNA em
plantulas de soja, obtendo resultados inéditos que sugerem que a diminuicdo da
metilacdo do DNA pode influenciar no desenvolvimento de plantulas de soja,
alterando os niveis enddgenos hormonais, bem como afetando o acumulo de
proteinas relacionadas a defesa por ataque de patdgenos e em resposta a
estresses abidticos. Os préximos passos relacionados a este trabalho serdo a
analise de plantulas tratadas com 5-azaC e submetidas a estresse bidtico e a
regulacdo da parede celular das raizes de plantulas de soja. Novos estudos com
foco nessa relacédo da diminuicdo da metilacdo do DNA e resisténcia a patégenos
serdo importantes para aumentar a compreensao da relacdo da metilacdo do DNA
e resposta a estresses em plantulas de soja que afetam o crescimento e viabilidade

da planta.
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CAPITULO 1

Tabela S1: Desenho dos iniciadores dos genes GmMBD.

Target Foward Reverse

Glyma.07G130300

CTATCAGTATCAGCCGTCCTTC ACAATGCACATAACACGAAAGG
(GmMBD2b)
Glyma.13G170000

TCCCATCCTTTGTTCCTTCTG  CGGCTTTCTGACACTATGGAC
(GmMBD9a)
Glyma.15G007700 TGAACGGCGAAAATGTGATTG  CAGTCTCCGCAGTATTAGCAG

(GmMBD10g)




Tabela S2: Genes MBD no genoma da Arabidopsis thaliana, Amborella trichopoda, Aquilegia coerulea, Chlamydomonas reinhardtii e

Medicago truncatula, e caracteristicas de sequéncia das proteinas correspondentes.

- ~ Tamanho , ,
Identificagdo  Nome do Niumero Tamanho da NUumero de .
do gene gene do(l()Bpe)ne de éxons proteina (aa) dominios MBD Outros dominios Chr
ATA4G22745 MBD1 1445 2 204 1 CW-type Zinc Finger 4
AT5G35330 MBD2 2313 4 272 1 CW-type Zinc Finger 5
AT4G00416 MBD3 492 1 163 1 0 4
AT3G63030 MBD4 1255 2 186 1 CW-type Zinc Finger 3
AT3G46580 MBD5 1248 3 182 1 0 3
AT5G59380 MBD6 1447 3 225 1 0 5
AT5G59800 MBD7 2059 6 306 2 0 5
Arabidopsis AT1G22310 MBD8 2206 2 524 1 AT hook motif 1
thaliana PHD-finger; FYRN (F/Y-rich N-
terminus); FYRC (F/Y rich C-
AT3G01460 MBD9 9139 10 2176 1 terminus): WHIMI: Williams- 3
Beuren syndrome DDT (WSD)
AT1G15340 MBD10 2013 2 384 1 0 1
AT3G15790 MBD11 1685 2 254 1 0 3
AT5G35338 MBD12 782 3 155 1 CW-type Zinc Finger 5
AT5G52230 MBD13 3922 6 746 Non MBD domain 5

6TT



Tabela S2: Cont.

Tamanho

Tamanho Numero Namero de o
Identificacdo do gene N%’Eﬁedo do Gene de pro?:ina dominios dlzorr?;ﬁios Chr
(bp) exons (aa) MBD
evm_27.model.AmTr_vl AmTr_scaffold CW-type
.0_scaffold00025.161 00025.161 911 2 175 1 88-150 Zinc Finger
evm_27.model.AmTr_vl AmTr_scaffold CW-type
.0_scaffold00025.248 00025.248 7093 4 379 1 221-281 Zinc Finger
evm_27.model.AmTr_vl AmTr_scaffold
Amborella .0_scaffold00004.189 00004.189 16859 3 1 28-88 -
trichopoda evm_27.model.AmTr_vl AmTr_scaffold
.0_scaffold00012.149 00012.149 127-229 -
7-57/ 108-160/
218-267/ 335-
evm_27.model.AmTr_vl AmTr_scaffold
- = — 16114 16 1239 7 385/ 455-504/ -
.0_scaffold00009.332 00009.332 573-623/ 654-
707
CW-type
Agcoe5G066300 ) 1948 4 202 1 116-182 Zinc Finger
CW-type
Agcoe2G322800 i 2430 2 170 1 77-14 Zinc Finger
CW-type
Aqcoe7G285900 i 6906 4 365 1 193-252 Zinc Finger
Aquilegia Agcoe7G040100 - 12151 8 806 2 30-78/ 102-149 -
coerulea AqgcoelG460100 - 2008 3 144 1 1273 -
Aqcoe2G183100 - 2811 3 134 1 62-102 -
Aqcoe2G282000 - 3652 3 157 1 78-122 -
Aqcoe7G075300 - 2268 3 152 1 24-76 -
Aqcoe7G075400 - 4844 3 149 1 48-98 -
Aqcoe7G386200 - 3133 2 339 1 21-84 -
AqcoelG075100 - 4059 3 354 1 24-83 -

0ct



Tabela S2 — Cont.

. N , Tamanho  Numero de Lo
enicagiodo temeco Tamamodo Mmero (I, Nomes  fok o
(aa) MBD
Cre06.9271550.t1. )
Chlamydomonas 2 1392 3 161 1 68-122 -
reinhardtii Cre06.92272600.tl. ) 3282 3 164 1 68-125 -
Medtr0339s0010 957 1 318 1 0 chf;‘g'do
Medtr0339s0020 3302 3 324 1 Sczf;‘g'do
Medtragoiozio ~ MEBD10 1086 1 361 1 4
Medtrag114770 5007 2 355 4
Medtrag114785 2012 2 219 4
Medtr6g052050 1656 3 124 1 0 6
Medir2g009040 oo 5004 3 806 1 0 2
Medtr3g074640 7299 4 885 1 0 3
PHD-finger;
M. truncatula Medtr6g007650 MBD9 13107 10 2161 1 Brgmodomaln 6
- WHIM1
Medtr0019s0270 586 2 167 1 0 SC%TS’;dO
Medtr0019s0310 1442 2 174 1 0 SC%f;‘ng
scaffoldO
Medtr0019s0330 1o, 321 1 106 19
Medtr1g089750 1990 2 176 1 CW;%%Z?'”C 1
Medtr6g027240 339 112 1 0 6
Medtr6g027250 1154 2 159 1 CW-type Zinc ¢
Finger

TZ1



Tabela S2 — Cont.

- ~ , Tamanho  NUmero de X
denicstodo Nomedo Tanariodo Mpery et G rodet o
(aa) MBD
Medtr6g055750 1330 2 174 1 0 6
Medtr7g013320  MBD4 621 3 113 1 0 7
Medtr6g060685 4063 4 213 1 0 6
Medtr6g060845 o 5737 7 140 1 0 6
Medtr6g060860 3681 4 181 1 0 6
CW-type Zinc
M. truncatula | Medtr3g43s470 - 1464 4 292 1 Fer 3
Medtr6g093020 3669 4 303 1 CW;?;%‘;Z'”C 6
Medtr8g096930  MBD13 9563 7 1325 1 0 8
Medtr2g096520 4091 6 286 2 0 2
Medtr4g008590  MBD7 2719 5 250 1 0 4
Medtr6g054960 4377 5 459 2 0 6

et
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Figura S1:. Estrutura génica de genes MBD em Arabidopsis thaliana. (A)
Estrutura génica de genes MBD projetados em Genes Display Server GSDS. (B)
Predicao de proteinas do dominio MBD. Os dominios sao mostrados na legenda.
O comprimento e a posi¢cdo dos dominios podem ser estimados de acordo com
a barra de escala.
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Figura S2: Conservacdo de regides promotoras de genes GmMBD com
conservacdo de sitios ao nivel de 70% de similaridade. Os fatores de
transcricdo conservados nas regides promotoras foram identificados na
ferramenta online PlantPan.
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Figura S3: Conservacdo de sequéncias de proteinas do dominio de
ligacdo de metil-CpG (MBD). (A) Sequéncia LOGO dos dominios MBD de
soja, feijao, Arabidopsis, tomate, batata, milho, Aco e Atr. O LOGO foi gerado
a partir das sequéncias do dominio MBDs de 21, 12, 13 e 7 de soja, feijao,
Arabidopsis, respectivamente. (B) Sequéncia LOGO dos 7 dominios MBD de
humanos. Os elementos da estrutura secundaria dos MBDs séo indicados por

setas (fita-B) e caixa (a-hélice).
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CAPITULO 2

Tabela S3: Desenho dos iniciadores dos genes envolvidos na metilacdo e
desmetilacdo do DNA

Target Foward Reverse
GMMET1  TGAATGTGCTCGGTCTCAAG TTACTGTCCACTGCTTCCTTG
GmMBD2  CTATCAGTATCAGCCGTCCTTC ACAATGCACATAACACGAAAGG
GMROS1  GCCAACAGAGACAAATGAGC CCTAATCTGGAAAAACTGCTCAG
GmSAM CCATCTTCCACCTTAACCCTTC CTTCCAGTGAGACCAGCATC
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Figura S4:. Teor de pigmentos fotossintéticos. (A) clorofila a, clorofila b e
carotenoide nas folhas de plantulas da cultivar BR16 com 7 dias de
desenvolvimento. (B) clorofila a, clorofila b e carotenoide nas folhas de plantulas
da cultivar Embrapa 48 com 7 dias de desenvolvimento.



Figura S5: Conteudo de DNA da parte aérea de plantulas com 7 dias de
desenvolvimento. (A) Folha controle. (B) folha de plantula tratada com 5-

azaC.
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