| [~g
[ [~=2
(| [~2

®

VIRTUS IMPAVID,
y v

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE BIOCIENCIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM GENETICA

JESSICA BARBARA VIEIRA VIANA

MODIFICADORES EPIGENETICOS: GENOMICA ESTRUTURAL E FUNCIONAL
EM PLANTAS SUBMETIDAS A DIFERENTES TIPOS DE CONDICOES
ESTRESSANTES

Recife
2022



JESSICA BARBARA VIEIRA VIANA

MODIFICADORES EPIGENETICOS: GENOMICA ESTRUTURAL E FUNCIONAL
EM PLANTAS SUBMETIDAS A DIFERENTES TIPOS DE CONDICOES
ESTRESSANTES

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Genética da Universidade Federal
de Pernambuco como parte dos requisitos
exigidos para obtencdo do titulo de Doutora em
Genética.

Area de concentrac&o: Biologia Molecular

Orientadora: Profd. Dr2. Ana Maria Benko-Iseppon
Coorientador: Dr. José Ribamar Costa Ferreira Neto
Recife

2022



Catalogacgao na Fonte:
Bibliotecario Bruno Marcio Gouveia, CRB4/1788

Viana, Jéssica Barbara Vieira

Modificadores epigenéticos : gendmica estrutural e funcional em plantas

submetidas a diferentes tipos de condi¢des estressantes / Jésssica Barbara Vieira
Viana. — 2022.

174 1. 1l

Orientadora Profa. Dra. Ana Maria Benko-Iseppon.
Coorientador: Dr. José Ribamar Costa Ferreira Neto.
Tese (doutorado) — Universidade Federal de Pernambuco. Centro de

Biociéncias. Programa de Pds-graduagcdo em Genética, Recife, 202.
Inclui referéncias.

1. Genética vegetal. 2. Plantas. 3. Bioinformatica. |. Benko-Iseppon,

Ana Maria (orientadora). Il. Ferreira, Neto, José Ribamar Costa
(coorientador). Ill. Titulo.

581.35 CDD (22.ed.) UFPE/CB — 2022-113




JESSICA BARBARA VIEIRA VIANA

MODIFICADORES EPIGENETICOS: GENOMICA ESTRUTURAL E FUNCIONAL
EM PLANTAS SUBMETIDAS A DIFERENTES TIPOS DE CONDICOES
ESTRESSANTES

Aprovada em 08/04/2022

BANCA EXAMINADORA:

Dr2. Ana Maria Benko-Iseppon
Departamento de Genética — UFPE

Dr. Ederson Akio Kido
Departamento de Genética — UFPE

Dr. Rommel Thiago Juca Ramos
Universidade Federal do Para

Dr. Eliseu Binneck
EMBRAPA Soja

Dr. Jodo Pacifico Bezerra Neto
Universidade de Pernambuco

Recife
2022



DEDICATORIA
A minha mée, Regina Célia, pelo amor,

incentivo e confianga.



AGRADECIMENTOS

A Deus, pelo dom da vida, por ter me dado forgcas para superar todos os
obstaculos durante minha jornada de doutorado e por ter colocado pessoas
maravilhosas na minha vida.

A Universidade Federal de Pernambuco e ao Programa de Pos-Graduac&o
em Genética (PPGG), pelo curso oferecido.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior —
CAPES, pela concesséao da bolsa de estudo.

A minha mée, Regina Célia, pelo amor incondicional, pelos valores a mim
ensinados e por ser meu maior exemplo de garra e determinagao.

A minha irmi, Rafaela Anastacia, pelo companheirismo, amizade e
confianga.

A minha orientadora Dr2 Ana Maria Benko Iseppon, pela oportunidade a
mim proporcionada, pela confianca e todos os ensinamentos. Além de ser um
exemplo de profissional a ser seguido.

Ao meu coorientador Dr. José Ribamar Costa Ferreira Neto, pelo seu apoio
e incentivo desde o0 processo seletivo, constante preocupacédo com o andamento
do projeto, pelos conselhos e ensinamentos.

Ao Dr. Paulo Sarmanho da Costa Lima, pela preocupacdo, por sempre
confiar no meu trabalho, pelo incentivo a fazer doutorado e todo seu apoio.

A profa. Dra. Valesca Pandolfi, pela supervisdo do estagio a docéncia e
todos ensinamentos.

Aos professores do Programa de Pdés-Graduagdo em Genética (PPGG),

pelos ensinamentos transmitidos.



A querida técnica do Laboratério de Genética e Biotecnologia Vegetal
(LGBV), Vanessa Souza, por todo apoio, acolhimento, carinho, amizade e cada
palavra de conforto.

A equipe do Laboratério de Genética e Biotecnologia Vegetal (LGBV), por
toda ajuda prestada, amizade e momentos de descontracao.

As amigas Artemisa Borges, Carolline Pires, Flavia Czekalski e Livia
Martins, por toda paciéncia e dedicacdo aos ensinamentos repassados a mim.

Ao Dr. Joao Pacifico, por todos os ensinamentos repassados a mim.

Aos amigos Wilson Oliveira e Joelson Crispim, pela convivéncia durante
esses anos, pelo apoio nos momentos dificeis e amizade verdadeira.

Ao meu Bloco 8 e agregada Marianne Firmino. Obrigada pela amizade,
apoio, incentivo, acolhimento e todos os momentos de distracdes.

A Jéssica Vasconcelos, presente que Deus me proporcionou em Recife.
Serei eternamente grata pelo apoio, preocupacdo, momentos de descontracao,
palavras de conforto e todo amor.

Finalmente, agradeco a todos que, direta ou indiretamente, contribuiram

para a finalizacdo desse ciclo.



‘O preco de qualquer coisa € a
guantidade de vida que vocé troca por
isso” (HENRY DAVID THOREAU).



RESUMO

Dentre as diversas culturas vegetais mais produzidas no Brasil, destacam-se a
uva (Vitis vinifera L.) e o feijdo-caupi (Vigna unguiculata L.) com elevados indices
de producdo anual, apresentando relevante importancia social e econdmica.
Entretanto, a produtividade dessas culturas € frequentemente afetada, devido a
ocorréncia de estresses. Nesse contexto, as modificacbes epigenéticas
compreendem ampla funcionalidade, sendo os processos de (de)metilacdo de
DNA, (de)metilacdo das histonas e (de)acetilacdo das histonas, incluindo aquelas
participantes diretos no mecanismo de combate ao estresse (a)bidtico. Esses
processos sao desenvolvidos pelas enzimas metiltransferases (MTases) e
demetilases (dMTases) de DNA; metiltransferase (SDGs) e demetilases (JMJs) de
histonas; e acetiltransferases (HATs) e desacetilases (HDACs) de histonas. O
presente trabalho teve como objetivo analisar essas enzimas mediante
abordagens de genOmica e transcriptdbmica. Essas enzimas foram analisadas
considerando suas caracteristicas estruturais, distribuicdo gendmica, mecanismos
de expansdo gendmica e conservacao entre outras espécies vegetais, além dos
padrées de expressao frente aos estresses bidtico e abiotico. Bibliotecas de RNA-
Seq de acessos contrastantes da videira [genoétipo resistentes (IAC-572) e
suscetivel (Red Globe)] ao estresse bidtico, bem como bibliotecas de RNA-Seq de
feijdo-caupi sob estresse biotico (injuria mecéanica seguida de inoculacédo viral) e
abidtico (desidratacdo radicular) foram analisadas. As enzimas identificadas no
genoma da videira (MTases e dMTases) e do feijdo-caupi (SDGs, JMJs, HATs e
HDACs) apresentaram, em sua maioria, conservagcdo de suas respectivas
estruturas. Além disso, um alto indice de conservacdo dessas enzimas foi
observado nos genomas de diferentes espécies vegetais. Os elementos cis-
regulatorios identificados nos promotores foram associados a diferentes TFs que
estdo intimamente relacionados a resposta vegetal sob condi¢cdes adversas. Os
dados de expresséo génica para acessos contrastantes de videira indicaram que
os transcritos induzidos podem auxiliar em uma estratégia molecular no genétipo
resistente da videira analisado nesse estudo, uma vez que uma maior indugéo de
modificadores epigenéticos foi observada nesse gendtipo quando comparado ao
genotipo suscetivel. Os dados de RNA-Seq do feijao-caupi apontam para uma

maior inducdo de modificadores epigenéticos na resposta a desidratacdo



radicular, comparativamente ao ensaio de injuria mecanica seguida de inoculacao
viral. Em suma, os resultados gerados nesse estudo agregam valor ao
entendimento da dindmica desses modificadores epigenéticos na resposta de

vegetais a estresse, evidenciando sua pluralidade estrutural e funcional.

Palavras-chave: (de)metilacdo de DNA; (de)metilacdo de histonas; (de)acetilacdo

de histonas; resposta ao estresse; bioinformatica.



Abstract

Among the various crops produced in Brazil, grapes (Vitis vinifera L.) and cowpea
(Vigna unguiculata L.) stand out, with high annual production rates, presenting
relevant social and economic importance. However, the productivity of these crops
is often affected, due to the occurrence of stresses. In this context, epigenetic
modifications comprise broad functionality, through the processes of
(de)methylation of DNA, (de)methylation of histones and (de)acetylation of
histones, including those directly participating in response against (a)biotic stress.
These processes are carried out by DNA methyltransferases (MTases) and DNA
demethylases (dMTases); methyltransferase (SDGs), histone demethylases
(JMJs); histone acetyltransferases (HATs) and deacetylases (HDACs). The
present work aimed to analyze these enzymes through genomics and
transcriptomics approaches. These enzymes were analyzed considering their
structural characteristics, genomic distribution, mechanisms of genomic expansion
and conservation among plant species, in addition to expression patterns in
response to biotic and abiotic stresses. RNA-Seq libraries from contrasting
grapevine accessions [genotype resistant (IAC-572) and susceptible (Red Globe)]
to biotic stress, as well as cowpea’s RNA-Seq libraries under biotic stress
(mechanical injury followed by viral inoculation) and abiotic (root dehydration) were
analyzed. The enzymes identified in the grapevine (MTases and dMTases) and
cowpea (SDGs, JMJs, HATs and HDACs) genomes, showed mostly conservation
of their structures. In addition, a high rate of conservation of these enzymes was
observed in the genomes of different plant species. The cis-regulatory elements
identified in the promoters were associated with TFs that are closely related to the
plant response under adverse conditions. The gene expression data for the
contrasting grapevine accessions indicated that the induced transcripts may assist
in a molecular strategy in the resistant grapevine genotype analyzed in this study.
A greater induction of epigenetic modifiers was observed in this genotype when
compared to the susceptible genotype. The Cowpea RNA-Seq data indicate a
greater induction of epigenetic modifiers in the response to root dehydration, when
compared to the mechanical injury assay followed by viral inoculation. In short, the

results generated in this study add value to the understanding of the dynamics of



these epigenetic modifiers in the plant response to stress, evidencing their

structural and functional plurality.

Key words: (de)methylation of DNA; (de)methylation of histones; (de)acetylation
of histones; stress response, bioinformatic.
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1 INTRODUCAO

O setor agricola €, historicamente, umas das principais bases da
economia nacional, sendo responsavel por cerca de 26,6% do PIB brasileiro
(calculado em R$ 7,45 trilhdes em 2020). Dentre as culturas de importancia
econdmica, a videira e o feijdo-caupi encontram-se entre as 20 espécies mais
cultivadas em territorio nacional (IBGE, 2020).

O cultivo da videira (Vitis vinifera L.) apresenta significativa importancia
econbmica, com destaque para o Submédio do Vale do Sao Francisco, situado
na regido Nordeste, a segunda maior area produtora de uvas no pais (IBGE,
2020). Seu cultivo, entretanto, ainda enfrenta graves problemas fitossanitérios,
sendo o cancro bacteriano da videira - causado pela bactéria Xanthomonas citri
pv. viticola (Xcv) - uma das principais doencas que acometem essa cultura,
limitando a sua produtividade e acessibilidade aos mercados interno e externo
(KUHN e FAJARDO, 2003; MAPA, 2018).

O feijdo-caupi [Vigna unguiculata (L.)], por sua vez, € uma leguminosa
de grande importancia socioeconémica em diversas areas de clima seco e
semiarido, incluindo as regides Norte e Nordeste do Brasil. E comumente
usada na dieta basica da populacdo mais carente dessas regiées, destacando-
sSe por sua riqueza em proteinas e minerais. Além da importancia nutricional,
apresenta relevante participacdo na geracdo de emprego e renda para muitas
familias menos favorecidas. Apesar do seu elevado valor estratégico, o feijao-
caupi apresenta reducédo na sua produtividade, principalmente em decorréncia
ao ataque de patdégenos. Dentre os fitopatbgenos que acometem a referida
cultura, destacam-se os virus do género Potyvirus [com énfase para o Cowpea
aphid-borne mosaic virus (CABMV)] e o virus do Mosaico Severo do feijao-
caupi (CPSMV). Além desses fatores bioticos, fenbmenos edafoclimaticos,
como a seca, afetam severamente a producao desse grao.

Ao longo do processo evolutivo, as plantas desenvolveram diversos
mecanismos de resposta a condi¢cdes adversas, os quais sdo desencadeados
por modulacéo transcricional de genes diversos. Os fendbmenos epigenéticos
(também denominados de modificacbes epigenéticas) sdo reguladores da
expressdo génica (ZIPFEL, 2009). Tais fenbmenos estdo relacionados a

alteragcbes na conformacdo da cromatina, tornando-a mais (ou menos)
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acessivel a maquinaria transcricional, o que ird resultar na regulacdo (inducéo,
repressdo ou inativacdo) da expressdo de genes especificos (FERREIRA-
NETO et al., 2017).

Diversos estudos tém relatado o papel dessas modificacbes
epigenéticas nos mecanismos de tolerancia/resisténcia a estresses em plantas.
Por exemplo, Sanchez et al. (2016) demonstraram os impactos da metilacdo do
DNA no sistema imunoldgico de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. Os autores
observaram que diferentes mutantes, defeituosos na metilacdo do DNA
(hipometilados), exibiram inducdo do gene PR1 (relacionado & promoc¢do da
defesa vegetal), apresentando, assim, resisténcia aumentada ao patégeno
biotrofico  Hyaloperonospora arabidopsidis (Hpa). J& o0s mutantes
hipermetilados (defeituosos na demetilacdo do DNA) foram mais suscetiveis a
esse patégeno, exibindo repressdo do gene acima citado. Além do exposto,
modificacdes epigenéticas também foram relatadas na resposta da planta
contra diversos estresses abioticos, incluindo a seca (BOCCHINI et al., 2015;
KIM et al., 2015; LIU et al., 2015; MOGLIA et al., 2019).

A compreensdo dos mecanismos moleculares de resposta a estresses
ambientais, incluindo o papel de modificacdes epigenéticas, contribuird para o
entendimento da fisiologia molecular vegetal e para acbes de melhoramento
agrondmico. No entanto, estudos envolvendo a identificacdo, caracterizacéo e
transcriptomica dos genes codificadores das enzimas que promovem as
modificacbes epigenéticas (também denominadas de modificadores
epigenéticos) em V. vinifera e V. unguiculata sob condi¢cdes desfavoraveis séo
inexistentes.

Diante disso, o presente trabalho objetivou identificar e caracterizar
genes codificadores de modificadores epigenéticos, bem como analisar sua
respectiva expressdo nas culturas acima mencionadas. Para videira, tal acao
foi executada para o grupo das metiltransferases e demetilases de DNA. A
modulacdo transcricional de transcritos codificadores dessas enzimas foi
analisada em acessos contrastantes (resistente e susceptivel) de Vitis spp.
submetidos a estresse por infeccdo de Xcv. Para o feijdo-caupi, estudou-se a
genbmica estrutural de acetilases e desacetilases de histonas, bem como
metiltransferases e demetilases de histonas. A transcriptdmica desses grupos

enzimaticos foi analisada em diferentes gendtipos  submetidos
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independentemente a diferentes estresses, mais especificamente: Pingo de
ouro (estresse de desidratacdo radicular); BR14-Mulato (injuria mecanica
seguida de inoculagcéo por CPSMV); e IT85F-2687 (injuria mecanica seguida de
inoculacdo por CABMV). Com as andlises propostas pretende-se lancar luz
sobre esses importantes atores, adicionando informacdo ao comportamento
molecular dos mesmos e fundamentando as bases para seu futuro uso

biotecnoldgico.
1.1. OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

Minerar genomicamente e analisar a expressao de loci codificadores de
enzimas executoras de modificacdes epigenéticas em acessos contrastantes
(tolerante versus suscetivel) de videira submetidos a inoculacdo por
Xanthomonas citri pv. viticola, bem como em acessos resistentes/tolerantes de
feijdo-caupi submetidos a déficit hidrico (desidratacao radicular) ou a processos
de injuria mecéanica seguida de inoculacdo por CABMV ou injuria mecéanica
seguida de inoculacao por CPSMV, identificando-se transcritos potencialmente

associados a resposta adaptativa a esses estresses.
1.1.2 Objetivos Especificos

1. ldentificar e caracterizar estruturalmente loci codificadores de elementos
pertencentes a familia génica das metilases e demetilases de DNA no genoma
de videira, bem como acetilases e desacetilases de histonas e

metiltransferases e demetilases de histonas no genoma de feijao-caupi;

2. Analisar a ortologia dos loci acima mencionados em relacdo a outras
espécies vegetais;

3. Determinar os mecanismos associados a expansédo genémica das familias

mencionadas nos genomas das espécies-alvo do presente trabalho;

4. Realizar andlises de enriqguecimento de elementos cis-regulatérios nos
promotores dos loci acima citados, bem como identificar seus respectivos

fatores de transcricdo associados;
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5. Caracterizacdo in silico das proteinas codificadas pelos loci acima

mencionados;

6. Analisar a expresséo de transcritos codificadores de metilases e demetilases
de DNA em acessos contrastantes (tolerante versus suscetivel) de videira

submetidos a inoculagdo de Xanthomonas citri pv. viticola;

7. Analisar a expressdo de transcritos codificadores de acetilases e
desacetilases de histonas e metiltransferases e demetilases de histonas em
diferentes genotipos de feijdo-caupi submetidos a estresses como desidratacdo
radicular ou injuria mecénica seguida de inoculacdo por CABMV ou injuria

mecanica seguida de inoculacdo por CPSMV;

8. Validar a expressdo dos transcritos-alvo diferencialmente expressos nos

tempos de tratamentos impostos via PCR Quantitativa em Tempo Real (QPCR).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ESPECIES VEGETAIS DE IMPORTANCIA SOCIOECONOMICA NO
BRASIL

A Dbiodiversidade brasileira apresenta relevante importancia
socioeconémica mundial e nacional, sendo a agroindulstria responsavel por
cerca de 26,6% do PIB brasileiro (calculado em R$ 7,45 trilhdes em 2020).
Quanto ao PIB do Agro, a maior participacdo € do setor agricola (68%),
enquanto a pecuéria é responséavel por apenas 32% (CEPEA, 2020).

A agricultura no Brasil é, historicamente, umas das principais bases da
economia do pais (IPEA, 2021). Dentre as espécies mais cultivadas no Brasil,
destacam-se a videira, o feijdo-caupi, a cana-de-acucar, a soja e o milho,
dentre outras espécies de grande interesse econdmico (IBGE, 2020).

No Nordeste brasileiro, regido que ocupa cerca de 18% do territério total
brasileiro, a agricultura tem um papel de destaque na economia regional, com
cerca de 83% da méao de obra do campo equivalente a agricultura familiar. O
Nordeste do Brasil é considerado um dos maiores produtores de diversas
culturas economicamente importantes, como a soja, o feijjdo comum e a cana-
de-acucar, destacando-se como o segundo maior produtor de uvas de mesa
(IBGE, 2020). Além disso, essa regido apresenta significativa importancia no
consumo e producéao do feijao-caupi (FERREIRA FILHO et al., 2011).

O Nordeste apresenta regides com clima quente e seco, que permitem o
cultivo e producdo de uvas sob irrigacdo, além do cultivo de espécies com
tolerancia a seca e a altas temperaturas, como o feijao-caupi (FREIRE-FILHO
et al., 2005; SILVA e CORREIA, 2010). Atualmente, a viticultura e o cultivo de
feijdo-caupi destacam-se pela sua importancia no agronegécio brasileiro, com
producdo anual de 491.326 e 414.232 toneladas, respectivamente (EMBRAPA
ARROZ e FEIJAO, 2021; IBGE, 2021). Além disso essas culturas apresentam
destacada importancia como fontes geradoras de emprego e renda para a
populacdo de baixa renda, contribuindo para o seu fortalecimento comercial
tanto local como a nivel nacional (CARVALHO, 2016).

Para um maior crescimento do agronegoécio dessas culturas
economicamente importantes, € necessario um aumento da sua producao

agricola mediante o desenvolvimento de cultivares com resisténcia a fatores
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biéticos e abidticos e com caracteristicas agrondmicas e industriais de
interesse, sendo fontes potenciais de genes de resisténcia, que poderdo ser
utilizadas em projetos de melhoramento. Faz-se necessaria, portanto, a
constante adicdo de tecnologias e disponibilizacdo de novas informacdes para
0 continuo progresso de seus programas de melhoramento. Nesse contexto, o
desenvolvimento de pesquisas genéticas/gendmicas tem fornecido novas
perspectivas para producdo de variedades melhoradas, com destaque para a

cadeira produtiva da videira e do feijao-caupi.
2.2 VITICULTURA

2.2.1 Importéancia socioeconémica da videira no Vale do Submédio Sao

Francisco

Globalmente, as uvas estdo entre as frutas mais consumidas,
apresentando produgcdo mundial estimada em 91 milhdes de toneladas, em
uma area de 7.671.879 hectares, sendo utilizada na producdo de vinhos,
consumo in natura e na producdo de uvas passas, sucos, geleias, vinagre, 6leo
de sementes e fertilizantes (LAZZAROTTO e FIORAVANCO, 2013; FAO,
2019).

O Brasil € considerado o terceiro maior pais em termos de
produtividade, com 22.864 kg por hectare (ha), ocupando uma area atual de 73
mil ha (FAO, 2019). As regides Sul e Nordeste s&o consideradas as maiores
produtoras de uvas no pais, com cerca de 53 mil e 10 mil ha de area cultivada,
respectivamente. A Tabela 1 destaca a area de cultivo, nos ultimos 4 anos,
dessa cultura no Brasil. (IBGE, 2020).

Tabela 1. Area cultivada com videiras no Brasil, por regido, em hectares, 2017
a 2020.

Regido 2017 2018 2019 2020
Norte 10 26 31 30
Centro-Oeste 256 207 200 196
Sudeste 8.600 8.717 9.514 9.389
Nordeste 11.462 11.191 10.485 10.484
Sul 57.700 55.710 55.501 53.648
Brasil 78.028 75.951 75.731 73.747

Fonte: IBGE (2020).
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No Nordeste brasileiro, a viticultura concentra-se no polo agricola

localizado em Petrolina (Pernambuco) e Juazeiro (Bahia), situado no Submédio

do Vale Sao Francisco. Em 2020, o estado do Pernambuco destacou-se como

0 segundo maior produtor de uvas do Brasil, com aproximadamente 364 mil
toneladas e produtividade média de 43.984 kg/ha (IBGE, 2020). A Tabela 2

apresenta dados atualizados e detalhados de producdo e produtividade em

cada estado das cinco regifes do pais.

Tabela 2. Producgéo e produtividade de uvas no Brasil, por estado e regiao,

2019 a 2020.
Rendimento Rendimento
Regido Estado (f:;r;:(;)als) (?:;r;zfgjs) Médio Médio
(kg/ha) 2019 (kg/ha) 2020
Norte Rondobnia 219 213 7.300 7.577
Tocantins 12 12 12.000 12.000
Total 231 225 7.452 7.741
Parana 48.000 57.556 12.000 14.389
Sul Santa Catarina 59.525 50.128 14.900 15.380
Rio Grande do Sul 666.423 835.769 14.375 15.993
Total 773.948 943.453 14.239 15.829
Minas Gerais 17.307 16.707 15.398 14.317
Sudeste Séo Paulo 148.379 147.005 18.457 18.305
Espirito Santo 3.207 3.240 15.876 16.000
Rio de Janeiro 206 201 9.810 9.550
Total 169.099 167.153 18.016 17.990
Mato Grosso do Sul 72 54 12.000 10.800
Centro-Oeste Mato Grosso 1.304 1.261 24.604 24.750
Goias 1.656 2.093 19.714 20.874
Distrito Federal 1.235 1.267 21.667 22.228
Total 4.267 4.675 21.335 21.967
Ceara 564 542 24,552 28.038
Paraiba 2.600 2.600 20.000 20.000
Nordeste Pernambuco 420.830 363.135 50.973 44.266
Bahia 74.142 57.942 40.760 28.899
Piaui 24 120 24.000 24.000
Total 498.160 424.339 48.701 41.483
Brasil 1.445.705 1.539.845 19.483 19.602

Fonte: IBGE (2020)

O alto indice de produtividade no Vale do S&o Francisco esta

diretamente associado ao seu clima predominante quente e seco. Essa

condicdo permite, por sua vez, o manejo da irrigacdo que, associado a

aceleracdo dos processos fisiologicos, garante o crescimento acelerado dos

vinhedos. Dessa forma, é possivel produzir cerca de duas safras e meia por

ano, sendo o ciclo de reproducdo em torno de 120 dias, garantindo uma
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produtividade acima da média nacional (SILVA e CORREIA, 2010). No Sul do
Brasil, por exemplo, a viticultura € praticada da forma tradicional, com apenas
um ciclo anual no qual, apés a poda, a planta inicia a brotacdo, floresce,
frutifica, amadurece e novamente entra em repouso vegetativo (KISHINO e
MARUR, 2007).

A viticultura tem sofrido grandes transformacdes, tendo assumido maior
importancia na regido do Vale do S&o Francisco. Visando atender as
demandas internas e externas do mercado consumidor, destaca-se como uma
das principais frutas em termos de importacdo, além de ser uma grande
exportadora de uvas finas de mesa de alta qualidade (OLIVEIRA, 2016). A
viticultura apresenta, portanto, uma relevante importancia econémica e social
nessa regido, gerando empregos diretos e indiretos no campo, contribuindo
assim para seu fortalecimento comercial tanto local como em nivel nacional
(CARVALHO, 2016).

Apesar do seu alto potencial social e econdmico, a viticultura enfrenta
diversos problemas fitossanitarios que podem ocasionar prejuizos diretos,
diminuindo a vida til dos parreirais instalados a médio/longo prazo no Vale do
Sdo Francisco (NAUE, 2013). Dentre os fatores que podem afetar
negativamente a sua producdo, destacam-se as doencas causadas por

microrganismos, como bactérias, fungos e virus (CAETANO et al., 2017).

2.2.2 Principais agentes bidticos causadores de perdas na viticultura

A videira sofre impacto negativo de patégenos de natureza diversa. As
principais doencas causadas por fungos nessa cultura sédo: Mildio (Plasmopara
viticola), Oidio (Uncinula necator) e Antracnose (Elsinoe ampelina). No que
tange aos agentes virais, destacam-se: a Virose do enrolamento das folhas
(Grapevine leafroll), a Degenerescéncia (Grapevine fanleaf) e a Necrose das
Nervuras (Grapevine vein necrosis). JA as bactérias mais frequentes que
acomentem a videira sao: Agrobacterium vitis, causadora das Galhas de Coroa
e a Xcv, agente causador do Cancro Bacteriano (CAETANO et al., 2017). Nas
proximas secdes, sera dada énfase a Xcv, agente etiolégico do Cancro
Bacteriano, foco do nosso trabalho.
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2.2.2.1 Reclassificagdo taxonémica de Xanthomonas citri pv. viticola

ApOs comparacdes entre sequéncias nucleotidicas, 0 género
Xanthomonas Dowson esté classificado filogeneticamente no Dominio Bacteria,
Filo Proteobacteria, Classe Gamaproteobacteria, Ordem Xanthomonadales e
Familia Xanthomonadaceae (GARRITY e HOLT, 2000). Inicialmente, a bactéria
causadora do cancro bacteriano foi classificada por Nayudu (1972) como
Pseudomonas viticola. Posteriormente, Young et al. (1978) sugeriram o termo
‘patovar’ (abreviagao: pv) para classificar as bactérias fitopatogénicas, incluindo
as pertencentes ao género Xanthomonas. Nesse contexto, P. viticola foi
reclassificada como X. campestris pv. viticola.

Takita et al. (2004), analisando a regido rpf (Regulacdo de Fatores de
Patogenicidade) de 21 isolados pertencentes a diferentes patovares de X.
campestris, verificaram que o patovar ‘viticola’ teve maior similaridade com X.
axonopodis pv. citri, sugerindo que X. campestris pv. viticola fosse agrupada na
espécie X. axopodis. No entanto, devido a auséncia de estudos taxondmicos
mais abrangentes com o agente causal do cancro bacteriano, o ‘Comité sobre
Taxonomia de Fitobactérias’, da Sociedade Internacional de Fitopatologistas
(Committee on the Taxonomy of Plant Pathogenic Bacteria — International
Society of Plant Pathology), sugeriu 0 uso da alcunha X. campestris pv. viticola
(BULL et al., 2010).

Recentemente, a fim de compreender melhor sua posi¢cdo taxonémica
no género, Gama et al. (2018) analisaram a relacdo filogenética de X.
campestris pv. viticola com outras espécies do género. Mediante técnicas de
analise de sequéncia multilocus (MLSA), valores médios de identidade
nucleotidica (ANI) e coeficientes de correlacdo de frequéncia tetranucleotidica
(TETRA), os autores observaram que X. campestris pv. viticola esta
intimamente relacionada com X. citri subsp. citri. Portanto, os autores
sugeriram a reclassificacdo de X. campestris pv. viticola para a denominacgéo
atual, Xanthomonas citri pv. viticola (Nayudu, 1972) Dye 1978 comb. nov.,
recomendacao acatada no presente estudo.
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2.2.3 Cancro bacteriano da videira

O cancro bacteriano da videira foi relatado, pela primeira vez no Brasil,
no inicio de 1998, em parreirais do Vale do Submédio Sdo Francisco
(MALAVOLTA JR et al., 1999). Essa doenca é considerada um dos problemas
que mais ameacam a estabilidade fitossanitaria da referida regido. Além de por
em risco sua competitividade em termos de produtividade, o cancro bacteriano
da videira pode limitar a viticultura nesta regido, sendo considerada uma Praga
Quarentenéria Presente A2 (MAPA, 2018).

O processo de infeccdo da Xcv ocorre através do mesofilo do
hospedeiro, por meio de aberturas naturais, como os estébmatos, lesdes no
tecido vegetal (NASCIMENTO e MARIANO, 2004) e danos nos tricomas
(ARAUJO e ROBS, 2000). Apos infectar a planta, a bactéria multiplica-se
rapidamente, colonizando os espacos intercelulares, atingindo o parénquima
xilemético e vasos condutores do sistema vascular, ocasionando infeccdes
sistémicas (ARAUJO et al., 2002; NASCIMENTO e MARIANO, 2004).

Em plantas infectadas, os sintomas nas folhas surgem como pontos
necréticos de 1 a 2 mm de didmetro, com ou sem halos amarelados, algumas
vezes coalescendo e causando a morte de extensas areas do limbo foliar
(NASCIMENTO et al., 2000). Nos peciolos (Figura 1A) e nervuras (Figura 1B)
das folhas, nos ramos (Figura 1C) e raquis dos frutos (Figura 1D), formam-se
manchas escuras e alongadas de coloracdo negra, conhecidas como cancros.
Tais manchas atingem de 3 a 5 cm de extensdo que podem aprofundar nos
tecidos, afetando vasos condutores e provocando o colapso no transporte de
seiva (FREIRE e OLIVEIRA, 2001).
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Figura 1. Sintomas do cancro bacteriano da videira: (A) manchas escuras e
angulares distribuidas de forma dispersa e lesbes escuras e alongadas no
peciolo, que evoluem para as fissuras longitudinais de coloracdo negra,
conhecidas como cancro; (B) nervuras com les@es escuras e alongadas; (C)
ramos com manchas escuras, alongadas e cancros; (D) raquis dos frutos com
lesBes escuras, alongadas e cancros; (E) bagas com lesdes necréticas. Fonte:
Naue (2013).

Em relacdo as bagas, os sintomas observados sdo as desuniformidades
no tamanho e na cor, podendo, também, apresentar lesGes necréticas (Figura
1E; NAYUDU, 1972). A intensidade dos sintomas causados por Xcv varia
segundo o nivel de resisténcia da variedade a doenca e as condicbes
ambientais (LIMA, 2001). Em cultivares suscetiveis como, a exemplo da Red
Globe, o principal impacto envolve a reducdo da sua produtividade. Lima et al.
(1999) observaram uma incidéncia de até 100% de inviabilidade dessa
variedade com dois a trés anos de idade ap0s a enxertia.

O controle do cancro bacteriano da videira compreende, contudo, um
desafio bastante complexo, uma vez que ndo existem produtos especificos de
combate a doenca (MARQUES et al., 2009). Em plantas, uma forma alternativa
de combate as doencas causadas por microrganismos compreende

principalmente uso de cultivares resistentes.
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Entre as videiras, um estudo preliminar classificou a espécie V. labrusca
como resistente a moderadamente resistente ao cancro bacteriano (CHAND,
1992). Ja estudos posteriores indicaram que as cultivares Niagara Rosada e
Nidgara Branca apresentam os menores indices de severidade da doenca,
enquanto que as cultivares Red Globe, Itdlia, Benitaka e Rubi apresentaram os
maiores indices (MALAVOLTA e ALMEIDA, 2003). De acordo com Lima et al.
(1999), as cultivares porta-enxertos IAC 572, 766 e 420, usadas na regido do
Submédio do Vale S&o Francisco, ndo mostraram sintomas quando enxertadas
com variedades altamente suscetiveis. Nascimento et al. (2006), por sua vez,
verificaram que os menores indices de doenca estdo relacionados a variedade
Isabel (V. labrusca) e a cultivar Paulsen1103 (V. berlandieri x V. rupestris),
enquanto as cultivares de V. vinifera foram as mais suscetiveis. Até o
momento, n&o foram identificadas cultivares de V. vinifera com resisténcia

genética ao cancro bacteriano no mercado.
2.3 FEIJAO-CAUPI
2.3.1 Importancia estratégica no Brasil e no Mundo

Em nivel global, o feijdo-caupi é considerado uma das 23 espécies
cultivadas mais importantes (COWPEA GENOMICS, 2008), apresentando
producdo mundial estimada em 72 milhGes de toneladas, a qual abrange uma
area de 12,5 milhdes de ha, resultando em uma produtividade de 5.788 Kg/ha
(FAO, 2021). A producdo do feijao-caupi no Brasil no ano de 2020, foi de
512.233 toneladas, colhidas em 1.099.560 hectares, com produtividade média
de 466 kg/ha (EMBRAPA ARROZ e FEIJAO, 2021). No que se refere ao
mercado internacional, o Brasil é o terceiro maior exportador mundial dos gréos
dessa leguminosa, atrds somente de Estados Unidos da América e do Peru,
respectivamente (SOCIEDADE NACIONAL DE AGRICULTURA, 2017).

O feijao-caupi apresenta producao e consumo destacados nas regioes
Norte e Nordeste do pais, com recente expansao para areas de cerrado. Essa
cultura destaca-se por sua importancia socioeconémica, gerando elevadas
taxas de emprego e renda, especialmente para as regides Norte e Nordeste do
pais (FREIRE-FILHO et al., 2011). Indicadores de emprego e faturamento
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associados a cultura apontam sua participacdo na geracdo de 961.993
empregos, com o valor de producdo estimado em cerca de R$ 643 milhdes
(ROCHA et al., 2017). Adicionalmente, o feijao-caupi representa uma excelente
fonte de proteinas, contendo todos os aminoacidos essenciais, carboidratos,
minerais e grande quantidade de fibras dietéticas (FREIRE-FILHO et al., 2005).

Além do exposto, o feijao-caupi € bem adaptado as condi¢des de clima e
solo das regides Norte e Nordeste, sendo possuidor de uma grande
variabilidade genética. Essa caracteristica o torna uma cultura versatil,
podendo seu plantio ser conduzido em diferentes sistemas de producéo,
tradicionais ou modernos. Essa leguminosa também se destaca por ser
amplamente utilizada na alimentacdo de animais, sendo empregada na forma
de forragem verde, feno e ensilagem (FREIRE-FILHO et al., 2005). Dessa
forma, a cultura do feijdo-caupi apresenta grande valor estratégico.

Embora o feijdo-caupi apresente relevante importancia agronémica e
nutricional, sua produtividade ainda € comprometida por diversos estresses de
natureza biotica e abiodtica (BOUKAR et al., 2016). Perdas resultantes desses
estresses conduzem a diminuicdo do rendimento médio das colheitas em mais
de 50%, representando assim um grande desafio diante da crescente

populacdo mundial (GAO et al., 2007).

2.3.2 Principais estresses bidticos e abidticos causadores de perdas na
producao do feijao-caupi

O crescimento e a produtividade do feijdo-caupi podem tornar-se
limitados diante de alguns fatores bibticos e abidticos que ocasionam sérias
ameacas a agricultura e resultam na degradacdo do ambiente (BOUKAR et al.,
2016). Dentre os estresses bidticos de importancia econdmica que afetam
negativamente o feijao-caupi, destacam-se o0s insetos de maneira geral, as
ervas daninhas, fungos, bactérias, nematoides e viroses (BASTOS, 2016;
BOUKAR et al., 2016). Por sua vez, os elementos estressores de natureza
abidtica que mais afetam a producéo do feijao-caupi incluem a seca, o calor, a
baixa fertilidade do solo (BOUKAR et al., 2016), altas concentracdes de CO:2 e

altos niveis de radiagéo solar (SINGH et al., 2010), entre outros.
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2.3.3 Fatores abiéticos: um enfoque na seca

As mudancas climaticas podem levar a eventos extremos, como o
aumento da precipitacdo e longos periodos de seca (IPCC, 2007). Dessa
forma, a estiagem destaca-se como um dos fatores que mais ameagam a
producdo agricola, uma vez que esta diretamente relacionada com um dos
recursos mais importantes para o desenvolvimento da planta (PINHEIRO e
CHAVES, 2011). A exposicao prolongada a um periodo de estiagem ainda
compromete, significativamente, o rendimento de acessos do feijao-caupi.

Na regido Nordeste do Brasil, o feijdo-caupi € a principal leguminosa
cultivada devido a sua plasticidade morfolégica e fisiologica sob estresse
hidrico (ANYIA e HERZOG, 2004; SOUZA et al., 2004; HAMIDOU et al., 2007;
BASTOS et al.,, 2011). Embora a cultura seja adaptada as condi¢cdes
ambientais de cultivo, a sua baixa produtividade nessa regido é resultante de
varios fatores, como: o uso de sementes ndo melhoradas; o cultivo em solos de
baixa fertilidade; e, principalmente, a irregularidade das precipitacdes
pluviométricas, sendo a seca considerada uma condicdo comum no Nordeste
do pais (NASCIMENTO et al., 2011).

Segundo dados apresentados pela Embrapa Arroz e Feijdo (2020), a
produtividade média do feijdo-caupi no Brasil em 2018 foi de apenas 497
Kg/ha, valor considerado baixo em relacdo aos padrbes de outras espécies
vegetais proximas. O feijdo-comum (Phaseolus vulgaris L.), por exemplo,
apresentou produtividade média equivalente a 1.496 Kg/ha para esse mesmo
periodo. Em condicbes favoraveis, plantas de feijdo-caupi podem produzir mais
de 1.000 kg de grédos por ha, mas a seca reduz esse potencial para
aproximadamente 360 kg/ha (BASTOS et al.,, 2011; NASCIMENTO et al.,
2011).

2.3.4 Fatores bidticos: um enfoque nas viroses

Dentre os diversos fatores bidticos que afetam o cultivo de espécies
vegetais, destacam-se as doencas causadas por agentes patogénicos como,
fungos, bactérias e nematoides, além de predacdo por insetos. No que diz
respeito ao feijdo-caupi, no Brasil as viroses sao consideradas os fatores

biéticos que mais limitam o seu cultivo (BARROS, 2010).
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Os virus sao agentes infecciosos cuja incidéncia e severidade variam
dependendo do hospedeiro, do vetor e da fonte de in6culo (CAMARCO et al.,
2009). No Brasil, dentre os principais virus que infectam o feijao-caupi,
destacam-se o Virus do mosaico severo do feijao-caupi (CPSMV) e o Virus do
mosaico do feijdo-caupi transmitido por afideos (CABMV), devido a severidade

com que acometem a cultura (BASTOS, 2016).
2.3.4.1 Virus do Mosaico do Feijao-caupi Transmitido por Afideos (CABMV)

O Virus do Mosaico do Feijdo-caupi Transmitido por Afideos pertence a
familia Potyviridae e ao género Potyvirus. Esse género reune mais de 100
espécies virais que infectam plantas, correspondendo a 16% de todas as
viroses que acometem esses organismos, o que justifica a grande importancia
econdmica do referido grupo (LIMA et al., 2005). Sua transmissdo ocorre em
segundos, por meio de varias espécies de pulgdes (como Aphis cracivora e
Myzus persicae) e afideos, através de “picadas de prova” [transmissdo nédo
persistente (PIRONE, 1991; GRAY, 1996; Bastos, 2016)].

A doencga ocasionada por esse virus foi relatada pela primeira vez no
Brasil no ano de 1974, sendo observada em diversos paises como, Estados
Unidos, Italia, Holanda, Australia, Japao, Filipinas, China, Marrocos e Zambia
(PIO-RIBEIRO et al., 2005). Os sintomas dessa doenca sao caracterizados
pelo aparecimento, nos foliolos, de um mosaico forte marcado por areas
amareladas alternadas por outras de verde normal (Figura 2). A presenca de
faixas verdes nas nervuras pode estar associada ou ndo a distorcdo foliar.
Quando as plantas sdo infectadas no inicio de seu desenvolvimento, elas
podem apresentar reducdo no porte, podendo levar ao nanismo (BASTOS,
2016).
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Figura 2. Morfologia de uma planta de feijdo-caupi inoculada com Virus do Mosaico do
Feijdo-caupi Transmitido por Afideos (CABMV). Fonte: Barros (2010).

Entre as medidas de controle para o CABMV, podem-se destacar:
emprego de cultivares resistentes [como o IT85F-2687; (OLIVEIRA et al., 2012;
ROCHA et al., 1996)], uso de sementes sadias, eliminacdo de plantas
hospedeiras do virus, controle da populacdo de vetores, bem como plantio em
época de baixa populagédo dos insetos transmissores. Recomenda-se, ainda, 0
uso de fileiras adensadas de milho ou sorgo, para proteger a cultura, plantadas
15 dias antes do plantio de feijdo-caupi (BASTOS, 2016).

2.3.4.2 Virus do Mosaico Severo do Feijao-caupi (CPSMV)

Segundo o International Committee on Taxonomy of Viruses (2020), o
CPSMV pertence ao género Comovirus e a familia Secoviridae. Esse virus € de
facil transmissdo mecanica e em condi¢des naturais é transmitido por espécies
de besouros dos géneros Diabrotica e Cerotoma (Costa et al., 1978), havendo
também registros de sua transmissdo pelo manhoso [Chalcodermus
bimaculatus (ATHAYDE SOBRINHO et al., 2000)]. Ha relatos de disseminacéao
do CPSMV em praticamente todas as regides produtoras de feijao-caupi no
pais, tendo sua ocorréncia registrada em diversos estados brasileiros como:
Acre, Amapa, Amazonas, Bahia, Cear4, Goias, Maranhdo, Para, Paraiba,
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Parana, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Rio Grande do Sul, Rio de
Janeiro, S&o Paulo e no Distrito Federal (BRIOSO et al., 1994).

Os principais sintomas caracteristicos dessa virose sdo: intenso
encrespamento do limbo foliar (em virtude das bolhosidades) e a presenca de
mosqueado, ou seja, alternancia de zonas de coloracdo verde-clara com outras
de cor verde-escura nos foliolos (Figura 3). Também pode ser observado
subdesenvolvimento das nervuras principais, resultando em franzimento e
reducgé&o do limbo e distorgéo foliar (BASTOS, 2016).

Figura 3. Morfologia de uma planta de feijao-caupi inoculada com Virus do Mosaico
Severo do Feijao-caupi (CPSMV). Fonte: Barros (2010).

Quando infectadas no inicio do ciclo, as plantas apresentam intenso
nanismo, o que pode ocasionar grandes perdas na producgéo. Essa virose pode
diminuir a produgcdo em até 80%, dependendo da idade em que a planta foi
infectada. As sementes obtidas de plantas doentes apresentam-se deformadas,
murchadas e manchadas, com reducdo de seu poder germinativo (BASTOS,
2016).

No que tange as medidas de controle, destaca-se a utilizagcdo de

cultivares comerciais altamente resistentes, como a BR 10 - Piaui, BR 14 -
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Mulato e BR 17 - Gurguéia. Outras medidas podem ser tomadas, como
controle dos vetores, plantio em época de baixa populacdo dos vetores e

eliminacao das plantas hospedeiras silvestres (BASTOS, 2016).
2.4 MECANISMOS VEGETAIS DE DEFESA CONTRA PATOGENOS

As plantas desenvolveram inUmeros mecanismos de defesa contra os
agentes patogénicos permitindo, assim, a sobrevivéncia desses vegetais
sésseis (ZIPFEL, 2009). Esses organismos reconhecem o0s patégenos
principalmente através de duas classes distintas de receptores imunes
(SCHWESSINGER e RONALD, 2012; SPOEL e DONG, 2012; ZVEREVA e
POOGGIN, 2012; DANGL et al.,, 2013). A primeira classe consiste em
receptores de reconhecimento de padrées (PRRs - Pattern Recognition
Receptors) associados a superficie celular, que sdo frequentemente
representados por receptores quinases (RLKs - Receptor-Like Kinases) e
proteinas semelhantes a receptores (RLPs - Receptor-Like Proteins). Os PRRs
reconhecem motivos estruturais conservados presentes em microbios, tais
motivos sdo conhecidos como padrdes moleculares associados a micrébios ou
a patogenos (MAMPs ou PAMPs; Microbe- or Pathogen-Associated Molecular
Patterns) (MACHO e ZIPFEL, 2014). Dessa forma, a percepcédo de PAMPs (ou
MAMPSs) por PRRs ativa a imunidade desencadeada por PAMP (PTI - PAMP-
triggered Immunity), que consiste em uma cascata de transducéo de sinais,
resultando em uma reprogramacao transcricional e biossintese de moléculas
de defesa especifica (HOGENHOUT et al., 2009; BIGEARD et al., 2015).

JA a segunda classe de receptores imunes envolve receptores
intracelulares denominados proteinas R, as quais sao codificadas por genes R
(JONES e DANGL, 2006; TSUDA e KATAGIRI, 2010). Esses receptores
reconhecem direta ou indiretamente efetores secretados por patégenos para o
ambiente intracelular do hospedeiro e ativam a imunidade desencadeada por
efetores (ETI - Effector-Triggered Immunity) (HOWDEN e HUITEMA, 2012).
Essa imunidade é frequentemente manifestada na resposta hipersensitiva
(HR), associada a morte celular rapida, producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e &acido salicilico (SA), bem como a expressdo de genes

relacionados a defesa (WIN et al., 2012).
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O modelo amplamente aceito para evolugdo do sistema imune em plantas foi
proposto originalmente por Jones e Dangl (2006). Esse modelo, conhecido
como modelo Zig-Zag, considera apenas as interacdes entre plantas e
patégenos ndo virais. Dessa forma, um novo modelo Zig-Zag foi proposto por
Zvereva e Pooggin (2012) a partir de diversos estudos demonstrando a
atuacao do sistema imune de plantas em resposta as infec¢des virais. Esse
novo modelo agrega informacdes relacionadas as interacdes planta-virus ao
modelo proposto por Jones e Dangl (2006), sendo, portanto, uma extensao
desse modelo.

No modelo de Zvereva e Pooggin (2012), a interacdo envolve quatro
fases distintas (Figura 4). Na fase 1 as plantas detectam PAMPs e padrdes
moleculares associados a danos (DAMPs - Damage-Associated Molecular
Patterns) via PRRs para induzir a PTI e, no caso de patdgenos virais de RNA,
as plantas detectam RNA viral de cadeia dupla (dsRNA) para ativar o

silenciamento de RNA.

ETI ETI
ETS ETS

Alta PTI

Silenciamento

Efetores do Fase 4 Threshold para
patdgeno Novo efetor HR/PCD
Fase 3 . a
econhy mo

Reconhecimento
direto ou indireto
de um novo efetor

a 5]
200 -
NB-LRR Novo NB-LRR

Amplitude da defesa da planta

Threshold para
resisténcia

Avle Pf-\‘-.'!.P,S
Baixa xxxxx: csRNA

Figura 4. Modelo Zig-Zag para evolugdo da imunidade inata e silenciamento de
plantas baseado na defesa contra patégenos virais e ndo virais [extensdo do modelo
proposto por Jones e Dangl (2006)]. dsRNA: RNA de cadeia dupla; DAMPs: Padrbes
Moleculares Associados a Danos; PAMPs: Padrbes Moleculares Associados a
Patdégenos; PTI: Imunidade Desencadeada por PAMP; ETS: Susceptibilidade
Desencadeada por Efetores; ETIl: Imunidade Desencadeada por Efetores; HR:
Resposta Hipersensitiva; PCD: Morte Celular Programada. Adaptado de Zvereva e
Pooggin (2012).
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Na fase 2 os agentes patogénicos virais e nao virais bem-sucedidos
apresentam efetores/supressores que interferem tanto no PTI quanto no
silenciamento, resultando em susceptibilidade desencadeada por efetores
(ETS). J&4 na fase 3, um efetor ou supressor é reconhecido direta ou
indiretamente por uma proteina NB-LRR, ativando a ETI, que podera levar a
uma resposta hipersensivel e morte celular programada (PCD - Programmed
Cell Death). Por fim, a fase 4, ocorre em relacdo a patdégenos que evoluiram de
maneira a evitar a ETI, diversificando seu gene efetor, ou através da aquisicdo
de efetores adicionais que suprimem a ETI. Nesse contexto, as plantas podem
sofrer modificagBes e adquirir novos genes R, 0s quais atuardo para que a ETI
possa ser acionada novamente (Jones e Dangl, 2006). Assim, o resultado da
interacdo planta-patdgeno € proporcional a [(PTI + Silenciamento — ETS) +
ETI].

Além disso, os horménios vegetais, como acido jasménico (JA), acido
salicilico (SA), acido abscisico (ABA) e etileno (ET), desempenham papéis
importantes na regulagdo das redes de sinalizagéo envolvidas nas defesas das
plantas (ROBERT-SEILANIANTZ et al., 2011).

2.5 MECANISMOS VEGETAIS DE RESPOSTA A SECA

Diante de fatores abidticos, como seca, as plantas dispbem de uma
maquinaria celular diversificada, a qual atua em niveis estratificados como
percepcdo, sinalizacdo, controle transcricional e reorganizacdo de vias
responsivas ao estresse (BARTELS e SOUER, 2003; PANDEY, 2008).

Os mecanismos genéticos de percepcdo que estdo relacionados as
respostas a seca nos vegetais incluem diversas classes de genes,
tradicionalmente divididos em dois grupos: (I) proteinas reguladoras; e (Il)
proteinas funcionais e estruturais (BENKO-ISEPPON et al., 2011) (Figura 5).
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(A) PROTEINAS REGULADORAS

Quinases e Fosfatases
Metabolismo de Fosfolipideos

Fatores de Transcri¢ao
MYB, DREB2,

AREB, MYC,
NAC, bZIP, etc.

Biossintesede ABA

Seca/Salinidade (Acido Abcisico)

Ativacao | Ativacdo
Proteinas protetoras Enzimas
de macromoléculas desintoxicantes e
(LEA e chaperonas) antioxidantes

Enzimas da sintese de
osmélitos
(prolina, aglcares, etc.)

Proteases

(B) PROTEINAS FUNCIONAIS E ESTRUTURAIS

Figura 5. Principais categorias de genes envolvidos na resposta vegetal a estresses
abidticos, com énfase para seca. Apos a percepgdo do estresse sdo acionados grupos
de genes envolvidos na regulagéo e transducdo de sinais (A), acionando cascatas de
sinalizacdo que induzem genes que codificam proteinas diretamente envolvidas nos
mecanismos de tolerancia ao referido estresse (B). Fonte: Benko-lseppon et al.
(2011).

O primeiro grupo (Figura 5A) inclui genes associados as cascatas de
sinalizacdo e ao controle transcricional como, proteinas quinases
(MUHAMMAD et al., 2019) e diferentes classes de fatores de transcricdo
(JOSHI et al., 2016), respectivamente. O segundo grupo (Figura 5B), por sua
vez, engloba genes codificadores de proteinas que funcionam diretamente na
protecdo de membranas [como as aquaporinas - AQPs (ZHOU et al., 2012)],
genes codificadores de chaperonas [como proteinas LEA (Late embryogenesis
abundant; (MAGWANGA et al.,2018; PARK et al, 2005)], além de
codificadores de enzimas para biossintese de osmolitos (AHN et al., 2011).

A medida que as condi¢cdes de seca aumentam, alguns osmélitos, como
poliaminas, acucares (trealose, frutano), aminoacidos (prolina), &lcoois de
acucar (manitol, sorbitol, D-ononitol), betainas e compostos relacionados
[GABA (Acido gama-aminobutirico, glicinabetaina], se acumulam nas células

vegetais, auxiliando o sistema de defesa antioxidante e mantendo a
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homeostase idnica (SINGH et al., 2015). Em estudos realizados com plantas de
amendoim contrastantes em relacdo a tolerancia a seca, foi observado que
acessos tolerantes apresentaram niveis mais elevados de prolina em
comparacao as suscetiveis (PADMAVATHI e RAO, 2013; RANGANAYAKULU
et al.,, 2015). Além disso, a aplicacdo exdgena de prolina e glicinabetaina
melhorou a tolerancia a seca em algoddo (NOREEN et al.,2013). De modo
semelhante, o pré-tratamento com poliaminas exégenas levou ao aumento nos
niveis de prolina e & reducéio dos efeitos nocivos da seca em pepino (KUBIS et
al., 2014).

Apoés a percepcdo da escassez de agua através das raizes, as plantas
enviam sinais a parte aérea para se aclimatar. Nesse sentido, um dos
principais mecanismos compreende a sintese de ABA nas raizes, o qual é
transportado via xilema para as folhas, enquanto mensageiros secundarios
induzem o fechamento estomatico (MAHAJAN e TUTEJA, 2005). Processos
controlados por ABA sdo primordiais para a tolerancia a seca. Conforme
demonstrado por Frey et al. (2012), mutacdo em genes NCED (responsaveis
pela biossintese de ABA) resultam em aumento da susceptibilidade ao
mencionado estresse. Além disso, aplicacdo exdgena de ABA, SA e acido
gama-aminobutirico (GABA) resultaram em maior tolerancia a seca em Agrostis
stolonifera L. (Poaceae), resultando na manutencdo da estabilidade da
membrana e do status de dgua nas folhas (LI et al., 2017).

Além do exposto, 0 JA, semelhantemente ao ABA, atua como regulador
de muitos processos relacionados a tolerancia a seca. Nesses processos estao
envolvidos genes que fazem parte tanto das vias de biossintese quanto da
sinalizacdo desse fitrmonio. Foi observado que o aumento nos niveis de 12-
OPDA, um precursor do JA, promove maior tolerancia a seca, além de abertura
estomatica reduzida (SAVCHENKO et al., 2014). Sob condi¢cbes de seca ha
incremento nos niveis de JA-lle, resultando na ativacdo de OsbHLH148 que
induz a expressdo de OsDREB1, melhorando assim, a tolerancia a seca em
arroz (SEO et al., 2011). Plantas de arroz com mutacdo nos genes JAZ, um
regulador negativo da sinalizacdo mediada por JA, apresentaram maior
tolerdncia a seca em comparacdo as plantas selvagens. Adicionalmente, a
superexpressao desses genes ocasionou maior susceptibilidades ao estresse
(FU et al., 2017).
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Os mecanismos de ajuste bem como a sintese das moléculas
associadas a resposta da planta a condicbes adversas sao controlados,
primariamente, via modulacdo da transcricdo de genes especificos. Tal
modulacdo é regulada por muitos fatores de transcricdo (TFs) que regulam a
resposta da defesa (THILMONY et al., 2006). O papel de TFs na modulagao da
expressao génica tem sido amplamente estudado. Nos ultimos anos, pesquisas
tém revelado mecanismos adicionais de regulacdo da expressao associada a
fenbmenos epigenéticos.

A epigenética estuda as modificacdes da expressado génica, que podem
ser herdadas via linhagem reprodutiva (meiose) ou somatica (mitose) advindo
de alteragcbes quimicas e/ou alteracdo conformacional na cromatina. Tal
heranca pode ser repassada tanto para células filhas quanto para uma
progénie de individuos (FENG et al., 2010).

Nesse contexto, diversos estudos tém relatado que o transcriptoma de
um determinado tecido sob estresse pode ser influenciado por modificacdes
epigenéticas em genes de interesse, sendo observado tanto em animais
(STANKIEWICZOK et al., 2013) quanto em vegetais (CHINNUSAMY e ZHU,
2009). Nesse Ultimo grupo, diversos mecanismos associados a
tolerancia/resisténcia a estresses, como alteracdo da expressdo de genes
especificos (WANG et al., 2014) e sinalizagdo hormonal (ZHU, 2010), podem
ser controlados pela acdo de enzimas cujas modificacdes originam fendmenos

epigenéticos.
2.6 MODIFICACOES EPIGENETICAS

Modificacdes epigenéticas sdo originadas de alteragfes (estruturais e/ou
quimicas) na cromatina que alteram (facilitando ou inibindo) a acessibilidade da
magquinaria transcricional a regido promotora de genes especificos. Essas
modificacbes sdo desencadeadas por trés processos enzimaticos: (1)
metilacdo do DNA dependente de RNA; (2) modificacdes pos-traducionais de
histonas; (3) acdo de complexos remodeladores da cromatina (FEREIRA-
NETO et al., 2017).
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2.6.1 Metilagdo do DNA dependente de RNA

A metilacdo do DNA consiste na adicdo, catalisada por enzimas DNA
metiltransferases, de um grupo metil ao quinto carbono da citosina. Tal reacéo
€ conservada tanto em plantas como em mamiferos (LAW e JACOBSEN,
2010). Esse mecanismo tem como fungdes a protecdo do genoma contra a
expansdo de elementos transponiveis e a regulacdo da expressao génica
(CHAN et al., 2005). Em relacdo a regulacdo da expressao génica, a metilacdo
de citosinas exerce tal agao via dois mecanismos: repressao transcricional por
meio do bloqueio da ligacdo de ativadores transcricionais as suas sequéncias
cognatas; e recrutamento de repressores da transcricdo causando, assim, o
silenciamento da expressdo génica (DOYES e BIRDT, 1991; WATT e
MOLLOY, 1998).

Em plantas, a metilagdo de DNA, dependente de RNA, requer pequenos
RNAs de interferéncia (SiRNAs), além de enzimas metiltransferase DRMs
(Domains Rearranged Methylases) e outros grupos proteicos, como Dicer-like 3
(DCL3) e ARGONAUTE4 (AGO4) (CARTHEW e SONTHEIMER, 2009;
WATANABE et al.,, 2011; MATZKE e MOSHER, 2014). Tal mecanismo é
denominado de metilagdo de novo.

A metilacdo de novo consiste na formacdo de transcritos através da
atividade da RNA polimerase IV (Figura 6A). Esses transcritos serdo utilizados
como moldes para sintese de RNAs de fita dupla (dsRNASs), por meio da acao
da enzima RNA polimerase dependente de RNA [DR2 (Figura 6B)] (LAW et al.,
2011) sendo, em seguida, digeridos pela enzima DCL3 (Figura 6C). Essa
digestéo resulta em pequenos fragmentos de 24 nucleotideos, os siRNAs (XIE
et al., 2004). Posteriormente, esses siRNAs séo exportados para o citoplasma,
onde interagem com a proteina AGO4, a qual reconhece e cliva essas
moléculas de fita dupla, mantendo uma Unica fita, que serve como guia (Figura
6D). Junto com DICERs e outras enzimas, a AGO4 forma o complexo de
silenciamento induzido por RNA (RISC). Esse complexo € encaminhado entdo
para o nucleo, interagindo fisicamente com o transcrito produzido pela RNA
polimerase V através da complementariedade de bases [Figura 6E (EL-SHAMI
et al., 2007; WIERZBICKI et al., 2008; WIERZBICKI et al., 2009)]. Por fim, esse
novo complexo protéico recruta a DRM2 para catalisar o processo de metilacao
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de novo em todos os contextos de sequéncias: 5-CG-3"; 5-CHG-3’ e 5-CHH-
3 (H=A, CouT)]J[Figura 6F (CAO e JACOBSEN, 2002; CAO et al., 2003;
CHAN et al., 2004)].

Al Transcrito Derivado da RNAPoIIV
\l\l/'\.\l/ o Bases Nitrogenadas
A N

G c

AGO4
-OH 3

Figura 6. Processo de metilacdo de citosina do DNA dependente de siRNAs (RdDM).
(A) RNA polimerase IV origina um transcrito; (B) RDR2 reconhece e copia o referido
transcrito, gerando um RNA dupla fita (dsRNA); (C) a enzima DLC3 cliva 0 dsRNA
originado, produzindo siRNAs de 24 pb; (D) a proteina AGO4 |é os siRNAs e digere a
molécula de fita dupla mantendo uma Unica fita que serve como guia; (E) a fita guia
interage fisicamente com o transcrito produzido pela RNA polimerase V, marcando o
locus a ser metilado (me); (F) o complexo RISC recruta metiltransferase DRM2. Fonte:
Adaptada de Ferreira-Neto et al. (2017).
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Quanto a manutencéo, ou herdabilidade, do processo de metilacdo de
citosinas apos a replicacdo do DNA (processo distinto da metilacdo de novo de
citosinas), dois diferentes grupos enziméticos tém sido relatados e ocorrem
somete nos contextos ditos simétricos: subfamilia MET1 das metiltransferases,
para o contexto 5-CG-3° (JONES et al.,, 2001); e a subfamilia CMT3 de
metiltransferases para o contexto 5’-CHG-3' [H = A, T C ou G (BARTEE et al.,
2001; LINDROTH et al., 2001)]. Ja manutencédo ou herdabilidade da metilacao
do contexto 5’-CHH-3’ (dito assimétrico) ndo ocorre, sendo executado somente
pelo mecanismo de novo, acima citado.

Apesar de ser um mecanismo quimicamente estavel, grupos metil
adicionados as citosinas podem ser removidos através de processos de
demetilacdo, que esta associado a ativagdo da expressao génica (ZHU, 2009).
Em vegetais, diversos estudos relataram que tal atividade é executada por uma
familia de proteinas contendo o dominio de DNA glicosilases. Em Arabidopsis,
as enzimas ROS1 [Repressor of Transcriptional Gene Silencing 1 (GONG et
al., 2002; AGIUS et al., 2006; MORALES-RUIZ et al., 2006)], DME (DEMETER)
(CHOI et al., 2002; MORALES-RUIZ et al., 2006), DML2 e DML3 realizam
acOes de metilacdo de citosinas (MORALES-RUIZ et al., 2006; PENTERMAN
et al., 2007; ORTEGA-GALISTEO et al., 2008). Tais enzimas atuam através de
uma via de reparo de excisdo de base (BER — Base Excision Repair) (IKEDA e
KINOSHITA, 2009; ZHU, 2009).

2.6.2 ModificacGes poOs-traducionais de histonas

Modificacdes pos-traducionais e fendmenos epigenéticos se encontram
interligados pela acdo das proteinas histonas. Essas sdo pequenas proteinas
basicas que, em conjunto com o DNA, constituem a cromatina. Nessa
estrutura, o DNA encontra-se enrolado nas histonas, formando unidades
denominadas nucleossomos (Figura 7). Cada nucleossomo consiste em 147
pares de bases de DNA envolvidos por uma estrutura denominada octamero de
histonas, sendo formada por um tetramero de histonas H3-H4 e dois dimeros
de H2A-H2B (LUGER et al., 1997).
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Figura 7. Estrutura de um nucleossomo, apresentando sua estrutura globular central
(octamero), o DNA gue a envolve e as caudas das histonas. Fonte: O autor

ModificacBes pos-traducionais na cauda das histonas, como acetilacao,
fosforilacdo, metilagcdo, dentre outras, estdo fortemente associadas aos
mecanismos de expressédo ou silenciamento génico (KIMURA et al., 2005).
Essas modificagbes podem afetar diretamente a estrutura da cromatina ou
podem recrutar "leitores ou efetores” especificos, regulando a expressdo
génica, principalmente alterando a estabilidade e o posicionamento dos
nucleossomos. Isso afeta a acessibilidade das proteinas reguladoras ou
complexos proteicos envolvidos na transcricdo, replicacdo e reparo de DNA
(KOUZARIDES, 2007). As principais modificacdes epigenéticas de histonas
sdo: (de)acetilacdo e (de)metilacdo (BANNISTER e KOUZARIDES, 2011).

A acetilacdo de histonas € um mecanismo dindmico regulado pela
atividade antagb6nica de duas familias de enzimas (histona acetiltransferases -
HATSs e histona desacetilases -HDACSs), as quais agem adicionando/subtraindo
grupos acetii em substratos de lisinas nas histonas (BANNISTER e
KOUZARIDES, 2011). Essa adicdo neutraliza a carga positiva desse
aminoacido, enfraguecendo as interacdes entre histonas e DNA (HONGS et al.,
1993). Essa mudanca na carga positiva das lisinas desestabiliza a estrutura
dos nucleossomos, permitindo o acesso da maquinaria transcricional a um
determinado locus (LEE et al., 1993; VETTESE-DADEY et al.,, 1996). A
acetilacdo da lisina 5 na histona H4 (H4K5ac), por exemplo, € uma marca
universal associada a uma maior descompactacdo do DNA. Tem sido
observada desde protozoarios, fungos, insetos, até plantas e mamiferos. Essa
marcacao esta relacionada a regides génicas potencialmente ativas e com a

estrutura da cromatina mais descompactada (KIMURA et al., 2005).
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A metilagdo das histonas ocorre, por sua vez, através da atividade de
metiltransferases, principalmente nas cadeias laterais de lisinas e argininas,
nao alterando a carga dessas proteinas. As lisinas podem ser mono-, di- ou tri-
metiladas, enquanto as argininas sdo mono- ou di-metiladas (BANNISTER e
KOUZARIDES, 2011). Dessa forma, diferentes assinaturas de metilacao
podem estar relacionadas a ativacao ou repressao, através de mecanismos de
sinalizacdo que recrutam ativadores/repressores da atividade de um gene
especifico (SCHNITZLER, 2009). Além disso, essas modificagbes podem
alterar as propriedades quimicas das histonas, refletindo na sua interacdo com
o DNA (NAKAYAMA et al., 2001). A tri-metilacdo da lisina 27 na histona H3
(H3K27me3), por exemplo, € considerada uma das principais marcas
epigenéticas relacionadas a repressdo associada a mais de 4000 genes no
genoma de A. thaliana (ZHANG et al., 2007).

O processo de metilacdo das histonas € dinamico, uma vez que
demetilases podem remover os grupos metil em residuos de lisina e arginina
das histonas. Existem dois tipos de demetilases de histonas em eucariotos:
proteinas com o dominio JUMONJI C (JmjC) (TSUKADA et al.,, 2006) e
demetilase especifica de lisina (LSD1 - Lysine-specific Demethylase) (SHI et
al., 2004).

2.6.3 Complexos remodeladores da cromatina dependentes de ATP
(CRCD-ATP)

Um segundo mecanismo alterador da topologia da cromatina € o CRCD-
ATP, que pode estar relacionado as modificacbes nas histonas (ITO et al.,
2000; VERBSKY e RICHARDS, 2001). Segundo Erdel et al. (2011), esses
complexos podem “ler” os sinais epigenéticos, como metilagdo de citosinas ou
modifica¢cdes quimicas de histonas. Esses complexos também podem interagir
com proteinas que se associam a cromatina como, por exemplo, os fatores de
transcricdo, para identificar nucleossomos especificos de regides promotoras e,
assim, regular a expressao de genes-alvo. Ainda, os CRCD-ATP podem
regular vias de sinalizacdo de estresses bidticos (WALLEY et al., 2008). Os
CRCD-ATP atuam, portanto, como ativadores ou repressores da atividade
génica (VARGA-WEISZ, 2001; LANS et al., 2012).
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Quatro familias de CRCD-ATP séao reconhecidamente descritas: INO80
(Inositol Requiring 80), CHD (Chromodomain Helicase DNA Binding), SWI/SNF
(Switching Defective/Sucrose Nonfermenting) e ISWI (Imitation Switch)
(CLAPIER e CAIRNS, 2009).

2.7 A EPIGENETICA NA RESPOSTA A ESTRESSES BIOTICOS E
ABIOTICOS

Diversos estudos tém relatado a participacdo das modificacbes
epigenéticas na resposta a estresses (a)bidticos em espécies vegetais, tanto
em espécies-modelo, como A. thaliana (DOWEN et al., 2012; WANG et al.,
2013), como em espécies cultivadas, a exemplo da cevada (KONG et al.,
2020).

Geng et al. (2019) analisaram a participacdo da dindmica da metilagéo
do DNA na resposta a estresse bidtico em trigo, identificando diversas regifes
CHH com niveis de metilacdo reduzidos, em relacdo a condicao controle, apos
a infeccdo por Blumeria graminis f. sp. tritici (Bgt), fungo causador do oidio.
Essas regides foram associadas a genes receptores quinase, peroxidase e
genes relacionados a patogénese, os quais foram enriquecidos para funcées
como “reposta ao estresse”.

Além disso, Sanchez et al. (2016), ao expor diferentes mutantes de
Arabidopsis ao ataque do patdgeno Hyaloperonospora arabidopsidis (Hpa),
observaram que os mutantes defeituosos na metilagdo do DNA (hipometilados)
exibiram resisténcia aumentada a Hpa, enquanto dois mutantes hipermetilados
(afetados na demetilacdo do DNA) apresentaram susceptibilidade ao patégeno.
Adicionalmente, através da andlise transcriptbmica dos mutantes nrpel
(mutante hipometilado) e rosl (mutante hipermetilado), em diferentes tempos
apos a infeccdo por Hpa, os autores observaram a influéncia da metilagcdo do
DNA na regulacdo transcricional, em que cerca de 166 transcritos foram
induzidos em nrpel e reprimidos em rosl. Estudos similares demonstraram a
atuacdo da metilacdo do DNA na resposta de Arabidopsis contra agentes
patogénicos biotréficos (LOPEZ et al., 2011; DOWEN et al., 2012; LUNA et al.,
2012; YU et al., 2013).

As modificagbes de histonas, por sua vez, também apresentam um

papel significativo na resposta de plantas contra patégenos. Wang et al. (2013),
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demonstraram, em Arabidopsis, que o ELP2 (Elongator Complex Subunit 2),
participa de processos de resposta a infeccdo pelo patdgeno Pseudomonas
syringae pv. tomato (Pst) DC3000/avrRpt2 por meio de mudltiplas alteracdes
epigenéticas. O ELP2 atua sobre alguns dos principais genes de defesa dessa
espécie, incluindo o Nonexpressor of Pathogenesis-Related Genel (NPR1;
coativador transcricional da imunidade vegetal). Uma vez que o ELP2 possui
atividade de acetilase de histonas, os autores analisaram a acetilacdo de
genes-alvo no mutante elp2. Com exce¢do de NPR1, os genes PR1, PR2,
PR5, além dos genes EDS1 e PAD4, apresentaram uma reducéo da acetilacdo
na H3K9/K1l4ac, sugerindo a regulacdo do ELP2 no nivel de acetilacdo de
histonas em diversos genes de defesa. Adicionalmente, esse estudo constatou
uma atividade epigenética adicional do ELP2 na regulacdo de NPR1 através da
modulacao do grau de metilacdo de citosinas ancoradas em seu promotor.
Além do exposto, tem sido demonstrada a regulacdo diferencial de
genes que codificam modificadores epigenéticos em reposta a uma variedade
de estresse abidticos, incluindo seca, salinidade, dentre outros (CHEN et al.,
2010; LUO et al., 2012; GONZALEZ et al., 2013; BOCCHINI et al., 2015; KIM et
al., 2015; LIU et al., 2015; MOGLIA et al.,, 2019). Esses estudos permitiram
ampliar as analises envolvendo as modificacdes pos-traducionais e a metilacédo
do DNA, os quais revelaram uma reprogramacao epigendmica global em
plantas sob estresses, destacando, assim, a relevancia das modificagcdes

epigenéticas nesse contexto.

2.8 OMICAS E MODIFICADORES EPIGENETICOS: EMPREGABILIDADE E
DISPONIBILIDADE DE DADOS

O status quo cientifico da empregabilidade das dmicas no campo da
epigenética restringe-se a catalogacdo de genes cuja expressdo pode ser
controlada por elementos epigenéticos e a identificagdo das modificagbes
epigenéticas associadas a esses genes especificos, possuindo grande
relevancia para o melhor entendimento molecular dos organismos (AHMAD et
al., 2010).

Estudos envolvendo comportamento transcricional e a genbmica
estrutural de genes codificadores de enzimas atuantes na promogao de

modificagcdes epigenéticas séo incipientes. Zhu et al. (2020) realizaram estudos
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de genbmica estrutural comparativa de loci codificadores de metilases e
demetilases de citosinas no genoma de Camellia sinensis (L.) O. Kuntze. A
mesma abordagem foi realizada por Gianoglio et al. (2017) e Moglia et al.
(2019) nos genomas de Cynara scolymus L. e Solanum melongena L.,
respectivamente. Qian et al. (2014), além de realizarem estudos de genémica
estrutural, também desenvolveram analises de expressdo de genes para
analisar a expressao de metilases de citosinas em milho.

Nesse contexto, a Unica abordagem disponivel em videira (embora
empregando uma abordagem de baixo rendimento) foi realizada por Alimada et
al. (2011). Os autores analisaram a expressao, durante o desenvolvimento de
orgdos vegetativos e reprodutivos, de cinco genes dessa espécie com
homologia a repressores epigenéticos [Fertilization Independent Endosperm
(FIE), Embryonic Flower 2 (EMF2), Curly Leaf (CLF), Multicopy Suppressor of
Ira 1 (MSI1) and Swinger (SWN)] de Arabidopsis. Os resultados sugeriram que
as alteracbes epigenéticas podem ser a base da regulacdo de varios tipos de
transicdo celular (proliferacao/diferenciagdo) que ocorrem durante o
desenvolvimento dessa cultura.

Numa outra abordagem, Xie et al. (2017) demonstraram padrdes globais
de metilagcdo em videira, identificando 3.598 genes diferencialmente metilados
em suas folhas e que foram atribuidos a 1.144 termos de ontologia génica, dos
quais 8,6% foram associados a resposta frente ao estimulo ambiental.

Bardnek et al. (2015), por sua vez, analisou a dindmica e a
reversibilidade dos estados de metilacdo do DNA em V. vinifera estressadas
por cultivo in vitro. Parte significativa das alteragdes epigenéticas induzidas
pode ser repetidamente estabelecida pela exposicdo a condi¢cdes particulares
de plantio e estresse. No entanto, uma vez que as condi¢cdes de estresse séo
interrompidas, mudancas de metilagdo retornam a estados epigenéticos
semelhantes aos das plantas maternas. Um ano apos o término das condi¢des
de estresse, 40% das alteragcbes epigenéticas retroagiram, sendo,
provavelmente, causadas por mecanismos de aclimatacdo transitorios e
reversiveis. No entanto, 60% da diversidade de metilagdo do DNA permaneceu
apdés um ano e, provavelmente, representam epimutacoes.

No que tange as leguminosas, estudos envolvendo a identificagdo e

caracterizacao funcional de modificadores epigenéticos em transcriptomas sob
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condicbes adversas sdo limitados a determinados grupos vegetais, sendo
inexistentes em feijao-caupi. Um dos poucos trabalhos disponiveis € o de Abid
et al. (2017) que relataram os niveis de metilacdo do DNA em gendtipos
contrastantes de Vicia faba L. sob condicbes de déficit hidrico. Foram
identificadas elevadas taxas de demetilagdo do DNA no gendtipo tolerante,
guando comparado ao genotipo susceptivel. Adicionalmente, observou-se uma
relacdo de tais taxas de demetilacdo com a regulacdo positiva de genes
responsivos ao déficit hidrico. Tais resultados sugeriram a participacdo do
processo de demetilagdo do DNA na resposta ao déficit hidrico no gendtipo
tolerante de V. faba.

Com o exposto, observa-se que, até o0 momento, a maioria dos dados
que aborda o conjunto “epigenética, expressao de genes, plantas e estresses”
divide-se em duas vertentes: (a) estudo de associacdes entre o produto
epigenético final e o comportamento de um dado organismo a uma
determinada condicdo ndo favoravel; (b) caracterizacdo funcional dos atores
participantes do processo. Ou seja, identificacdo do gene codificador de um
modificador epigenético, a modificacdo epigenética relacionada, os alvos que
estdo sob o efeito do referido gene, o comportamento desses alvos perante
condicbes ndo favoraveis e em quais vias 0s mesmos atuam (revisado por
Sahu et al., 2013).

Diante disso, um catalogo da orquestracdo transcricional de todos os
modificadores epigenéticos atuantes sob condicbes de estresse ainda
apresenta uma expressiva lacuna informacional, especialmente em vegetais. A
transcriptbmica representa, portanto, uma ampla oportunidade para estudos de
associacbes entre os modificadores epigenéticos e plantas submetidas a

diferentes tipos de estresse.
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Resumo

Diversos estudos tém demonstrado um papel da metilacdo/demetilacdo do DNA na
regulacdo da resposta vegetal a condi¢cdes adversas. Tais processos sdo controlados
dinamicamente pela agdo das enzimas metiltransferases (MTases) e demetilases
(dMTases) de DNA. O presente trabalho prop6s realizar uma anélise de MTases e
dMTases em videira, mediante abordagens de genémica e transcriptdmica. Essas
enzimas foram analisadas considerando suas caracteristicas estruturais, distribuicdo
gendmica, mecanismos de expansdo gendmica, conservacao em especies relacionadas,
além dos padrdes de expressdo frente a estresse biotico. No presente estudo,
caracterizou-se 11 loci codificadores de MTases e trés de dMTases em acessos
contrastantes da videira [genotipo tolerante (IAC-572) e suscetivel (Red Globe)] sob
inoculacdo bacteriana (Xanthomonas citri pv. viticola). As 11 MTases foram
classificadas em trés classes distintas, enquanto dMTases foram classificadas em duas
classes. Analises dos mecanismos de expansdao de genes codificantes de VvMTases e
VvdMTases indicaram a predominancia de processos de duplicacdo em tandem e
WGD/Segmental. As razfes Ka/Ks mostraram que todos os genes duplicados em
tandem e WGD/Segmental estavam sob selecdo purificadora. Um alto indice de
conservagdo dessas enzimas foi encontrado nos membros de diferentes familias
vegetais. Os elementos cis-regulatérios identificados nos promotores de VvMTases
foram associados aos TFs AP2/ERF, WRKY e Dof-Type. Tais TFs estéo relacionados a
resposta vegetal a estresses bidticos e abidticos. Os dados de RNA-Seq ndo
apresentaram modulagdo significativa de VvMTases e VvdMTases. No entanto, oS
dados de gPCR demonstraram a inducdo de VvMTases e VvdMTases nos tempos de 24
e 48 h apo6s a inoculagdo por Xcv, sendo observado uma maior inducdo desses
transcritos no genotipo resistente quando comparado ao gendtipo suscetivel. Esses
resultados fornecem informacdes valiosas para pesquisas adicionais sobre a evolugéo e
a funcdo molecular de VvMTases e VvdMTases.

Palavras-chave: (de)metilacdo do DNA, estresse bidtico, resposta vegetal
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1. Introducéo

A metilagdo do DNA consiste na adi¢do de um grupo metil ao quinto carbono de
citosinas do DNA e compreende um mecanismo epigenético bastante comum usado
tanto por procariontes como por eucariontes. Em bactérias, a metilagdo da citosina tem
papel fundamental na defesa contra virus invasores. J& em eucariotos, esse mecanismo
pode interferir também na expressdo e recombinacdo génicas, além da mobilidade dos
elementos transponiveis (Gehring e Henikoff, 2007; Kim e Zilberman, 2014). A
metilacdo € uma marca relativamente estavel, a qual pode ser herdada pelas células-
filhas apos a divisdo celular, compreendendo um processo reversivel e regulado
dinamicamente (Boyko e Kovalchuk, 2011; Mirouze e Paszkowski, 2011).

Nos genomas de plantas, as metiltransferases de DNA (MTases) sdo
responsaveis pelo processo de metilagdo do DNA. Essas enzimas sdo categorizadas em
trés subfamilias distintas: METs, as quais operam a manutencdo da metilagdo no
contexto CpG (Jones et al., 2000); CMTs, especificas de plantas que mantém a
metilacdo nos contextos CpHpG e CpHpH (Bartee et al., 2001; Lindroth et al., 2001;
Zemach et al., 2013); e DRMs, as quais executam a metilacdo de novo dos contextos
acima citados e do contexto CpHpH (Chan et al., 2005). Essas metiltransferases
compartilham um dominio catalitico que abriga seis pequenos motivos conservados,
diferindo apenas em suas regides N-terminais, que refletem em um grau de
especializacdo funcional (Pavlopoulou e Kossida, 2007). Além disso, 0s eucariotos
também abrigam a subfamilia DNMT2, que apresenta similaridade de sequéncias com
outras MTases e tém sido relatadas com atividade de metiltransferase (Tang et al., 2003;
Jeltsch et al., 2016).

Em plantas, o nivel de metilacio do DNA é dindmico e depende do
estabelecimento e manutengdo da metilagdo, bem como da demetilacdo do DNA, a qual
pode ocorrer de forma passiva ou ativa (Zhu et al., 2020). No processo passivo, as
MTases de manutencdo ndo interferem nos contextos de sequéncias metiladas. Dessa
forma, ap6s vérios ciclos de replicacdo, os locais tornam-se progressivamente
demetilados. Ja a demetilacdo ativa envolve uma série de catalises mediadas pelas
enzimas demetilase de DNA (dMTases) (Zhu, 2009). Em Arabidopsis thaliana L., por
exemplo, as proteinas ROS1, DME, DML2 e DML3 participam do processo de
demetilacéo ativa (Kapoor et al., 2005; Niehrs, 2009).

Diversos estudos em vegetais tém demonstrado a dindmica da metilacdo do
DNA na regulacdo de uma ampla gama de processos bioldgicos, incluindo a defesa
(Dowen et al., 2012; Yu et al., 2013; Sanchez et al., 2016). No contexto das dmicas, as
informagdes das enzimas MTases e dMTases restringem-se aos estudos de genémica
estrutural de loci codificadores de metilases e demetilases de citosinas no genoma de
especies como A. thaliana (Ogneva et al., 2016), Cynara cardunculus L. (Gianoglio et
al., 2017), Solanum melongena L. (Moglia et al., 2019) e Camellia sinensis L. (Zhu et
al., 2020).

A videira (Vitis vinifera L.) apresenta grande importancia socioeconémica,
sendo o Nordeste brasileiro, em especial os pélos de Petrolina (PE) e Juazeiro (BA), no
Submédio do Vale do Sao Francisco responsavel pela maior parte da produtividade de
uvas finas de mesa no Brasil (IBGE-2020). Porém, um dos riscos a estabilidade
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fitossanitaria dessa regido € o cancro bacteriano da videira, causado pela bactéria
Xanthomonas citri pv. viticola (Xcv; MAPA, 2018). Até o momento, ndo ha cultivares
de V. vinifera com resisténcia genética a essa doenca. Lima et al. (1999) apontou a
variedade IAC 572 [resultante do cruzamento entre Vitis caribaea X R.R 101-104 (Vitis
riparia x Vitis rupestres)] como moderadamente resistente a Xcv.

Estudos envolvendo a mineracdo de MTases e dMTases em bibliotecas de RNA-
Seq de espécies vegetais ndo foram relatados até o0 momento. A partir da disponibilidade
do genoma de V. vinifera, bem como do transcriptoma (RNA-Seq) da videira e do
hibrido IAC 572 submetidos a inoculacdo por Xcv, € possivel tracar um panorama das
MTases e dMTases, além de explorar o papel dessas enzimas na resposta dessa cultura
submetida a Xcv. Diante disso, o presente trabalho visa identificar e caracterizar
estruturalmente MTases e dMTases no genoma de V. vinifera e analisar suas respectivas
funcionalidades em acessos de videira tolerante (IAC 572) e suscetivel (Red Globe) sob
inoculacdo por Xcv mediante abordagem transcriptémica.
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2. Materiais e Métodos
2.1 Genbmica
2.1.1 Identificacdo e mineracao de loci codificadores de VvMTases e VvdMTases

Sequéncias previamente caracterizadas das familias metiltransferases e
demetilases de DNA, foram recuperadas dos bancos de dados NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e UniProt (https://www.uniprot.org/) (Material
Suplementar S1-2). Essas sequéncias, pertencentes as espécies A. thaliana, Oryza
sativa L., Zea mays L., Medicago truncatula L., dentre outras, foram utilizadas como
sondas para anélises de similaridade contra o proteoma putativo da videira disponivel
no Banco de dados Phytozome (Vvinifera_145 Genoscope.12X.protein.fa). Essas
sequéncias sondas foram alinhadas via BLASTp contra o proteoma putativo da videira
utilizando e-value < e-10.

A estrutura dos dominios das possiveis MTases e dMTases foi estabelecida
usando o software CD-Search em combinacdo com o banco de dados Pfam
(pfam.xfam.org). A classificacdo dos homologos da videira identificados no genoma em
questdo foi realizada de acordo com a identificacdo de dominios caracteristicos das
respectivas familias analisadas, tendo como padrdo para todas as metiltransferases o
dominio ‘DNA-methylase’ (PF00145). Essa familia foi classificada de acordo com a
presenca de dominios adicionais, como: BAH (PF01426) e CHROMO (PF00385) para
subfamilia CMT; DNMT1-RFD (PF12047) e BAH (PF01426) para subfamilia MET; e
UBA (PF00627) para DRMs. Para as demetilases, foram utilizados como padrdo 0s
dominios RRM_DME (PF15628), Perm_CXXC (PF15629) e HhH-GPD (PF00730). As
dMTases foram classificadas a partir da analise fenética, uma vez que a composi¢do de
dominios desse grupo proteico é semelhante para todas as classes de proteinas dessa
familia génica.

2.1.2 Anélise fenética

Para analise fenética, foram empregadas sequéncias proteicas curadas de
espécies vegetais como, A. thaliana, Oryza sativa, Glycine max, Zea mays, dentre outras
contendo os dominios caracteristicos de MTases e dMTases (Tabela Suplementar S1;
Material Suplementar S3-4). Essas sequéncias foram alinhadas com as VvMTases e
VvdMTases candidatas, utilizando ClustalW (Larkin et al., 2007). A arvore fenética foi
obtida pelo método Neighbour Joining (NJ) (Saitou e Nei, 1987), através do software
MEGA 7, com bootstrap de 1000 repeticdes (Kumar et al., 2016). De acordo com a
topologia da arvore fenética, as VvMTases e VvdMTases foram classificadas a partir de
classificagbes previamente estabelecidas em A. thaliana e demais espécies vegetais
empregadas na referida analise.

2.1.3 Localizacdo cromossdmica e propriedades proteicas de VvMTases e
VvdMTases

A linha de descricdo das sequéncias proteicas recuperadas da videira, em
formato fasta, fornece o nome dos loci génicos correspondentes no referido genoma.
Esses nomes foram usados para recuperar suas respectivas coordenadas cromossdmicas
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contidas no arquivo ‘Vvinifera 145 Genoscope.12X.gene.gff3” (Banco de dados
Phytozome).

O peso molecular (MW) e o ponto isoelétrico (pl), para todas as proteinas
VvMTases e VvdMTases codificadas no genoma da videira, foram preditos por meio da
ferramenta online Jvir Gel (Hiller et al., 2006).

2.1.4 Andlise dos motivos conservados e estrutura génica dos VvMTases e
VvdMTases

A predicdo de motivos foi realizada a partir do software MEME (meme-
suite.org/tools/meme) (Bailey et al., 2009). Foi definido um nimero maximo de 17
motivos, 0s quais continham entre 10 e 25 nucleotideos de extensdo, como estabelecido
por Gianoglio et al. (2017). Os motivos descobertos pelo MEME foram verificados
manualmente e nomeados de acordo com o sistema de nomenclatura sugerido por
Pavlopoulou e Kossida (2007).

As estruturas génicas foram determinadas e representadas graficamente a partir
do site Gene Structure Display Server (GSDS 2.0)
(http://gsds.cbi.pku.edu.cn/index.php) (Guo et al., 2007), utilizando as sequéncias de
metiltransferases e demetilases recuperadas no genoma da videira.

2.1.5 Mecanismos de expansao dos genes VvMTases e VvdMTases

Para classificar as origens de duplicacdo dos genes VvMTases e VvdMTases no
genoma da V. vinifera, 0 modo de analise downstream ‘duplicate gene classifier’ da
ferramenta Multiple Collinearity Scan (MCScanX; Wang et al., 2012) foi utilizado. A
partir desse, os seguintes mecanismos de duplicacdo foram escrutinados: a) duplicacdo
do genoma completo/segmental (por exemplo, genes colineares presentes em blocos
colineares); b) duplicacdo em tandem (loci adjacentes em regiGes gendmicas); c)
duplicacdo proximal (pares de genes em regides cromossdmicas proximas, mas ndo
adjacentes); e d) duplicagéo dispersa.

2.1.6 Taxas de substituicdes sinbnimas (Ks) e ndo-sindnimas (Ka) para genes com
origem de duplicacdo WGD/segmental e tandem

A pressdo de selecdo entre os eventos de duplicacio WGD/segmental foi
determinada pela razdo Ka/Ks. O software ClustalW 2.0 (Larkin et al., 2007) foi
utilizado para alinhar as sequéncias completas de genes codificadores de VvMTases e
VvdMTases com duplicagdo WGD/segmental e em tandem. Em seguida, as taxas de Ka
e Ks foram calculadas com base na tabela do codigo genético via método Nei —
Gojobori (modelo Jukes-Cantor) implementado no MEGA 7 (Kumar et al., 2016).

A razdo Ka/Ks é um indicador da historia de selecdo em genes ou regides
génicas. Se o valor for inferior a "1, os pares de genes duplicados podem estar
submetidos a selecdo purificadora (também chamada de selecdo negativa; resulta na
conservacao da sequéncia de aminoacidos). Se a razdo Ka/Ks for igual a '1', significa
que a selec@o é neutra (auséncia de selecdo). Adicionalmente, se essa razdo for maior
que "1, significa que a selecdo é positiva (0 que leva ao surgimento de diferentes
proteinas).
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2.1.7 Analise de ortologia dos loci VvMTases e VvdMTases

Para a deteccdo de ortologia, utilizou-se informacgdes disponiveis na base de
dados Phytozome (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.ntml. Na secdo PhytoMine
(interface InterMine alocada na base de dados Phytozome) foi criada uma query em
forma de lista com as identidades dos genes a serem analisados em relagdo aos 93
genomas montados e anotados, para 82 espécies de Viridiplantae, sendo o resultado
gerado pelo software InParanoid (Sonnhammer e Ostlun, 2015).

2.1.8 Mineracao e identificacdo de elementos cis-regulatorios candidatos

Sequéncias de regides promotoras (1.0 kb) de genes codificadores de VvMTases
e VvdMTases foram obtidas no banco de dados Phytozome v.12.1.6
(https://phytozome.jgi.doe.gov), via API (Application Programming Interface).

Os motivos contendo elementos cis-regulatorios candidatos (CCRES) em cada
promotor foram minerados via software MEME v5.0.3 (Bailey e Elkan 1994,
http://meme-suite.org/tools/meme). Para essa minera¢do dos CCREs, o modo classico
foi utilizado. Para cada motivo identificado, ha um e-value correspondente. No presente
trabalho, adotou-se o e-value < 10-2 como ponto de corte para a caracterizacdo de bona
fide CCREs. O nimero maximo de motivos analisados foi 10, contendo entre seis a 50
nucleotideos de extensao.

Para designar um determinado fator de transcricdo (TF) aos bona fide CCREs
minerados, foi usado o software TomTom v4.11.2 (Gupta et al., 2007; http://meme-
suite.org/tools/tomtom), acoplado ao banco de dados JASPAR (file:
JASPAR2018 CORE_plants_non-redundant). Tal banco de dados apresenta
informacBes sobre perfis de ligacdo de fatores de transcricdo a CCREs
experimentalmente validados. O software TomTom alinha os CCREs identificados pelo
software MEME contra CCREs anotados da base de dados JASPAR. Os alinhamentos
foram avaliados por meio dos critérios estatisticos p-value (cut-off < 10-2) e g-value
(false discovery rate, FDR cut-off < 10-2). As identidades dos TFs associadas aos bona
fide CCREs foram relacionadas ao melhor alinhamento obtido (best-hit).

2.2 Transcriptbmica
2.2.1 Material biologico, desenho experimental e aplicacdo do estresse

Para avaliar o estresse da inoculacdo pela bactéria Xcv, a cultivar ‘Red Globe’
de V. vinifera (suscetivel a Xcv) e o hibrido ‘TAC-572’ [resultante do cruzamento entre
0 porta-enxerto 101-14 MGT (V. riparia X V. rupestres) com V. caribaea), considerado
moderadamente resistente a Xcv] foram cultivados em casa de vegetagdo na Embrapa-
Semiarido (Petrolina, Brasil).

Foram utilizados potes plasticos de 5 L, com substrato composto por proporcoes
iguais de solo do tipo argiloso e vermiculita, sob condi¢fes controladas [25°C £ 2°C;
60% * 5% de umidade relativa; e com 12 h/dia de luz natural (Photosynthetic Photon
Flux Density (PPFD) = 1.5 x 10 3 pumoles)]. Apds 30 dias de cultivo, plantulas sadias e
desenvolvidas foram submetidas a infeccdo por Xcv (isolado CCRMXCV117, o qual
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apresenta elevado grau de severidade). Para tal, foram injetados 20 puL de suspensdo
bacteriana em trés pontos de infiltracdo na parte abaxial das primeiras trés folhas com
auxilio de seringas hipodérmicas sem agulhas, conforme metodologia descrita por
Gama et al. (2011). Cada acesso submetido ao estresse (tratamento) continha seu
respectivo controle (plantulas inoculadas com &gua destilada esterilizada). As coletas
foram realizadas em quatro tempos distintos ap6s a inoculagdo: (1) 90 minutos; (2) 6
horas; (3) 24 horas e (4) 48 horas. Ao final de cada tempo, as folhas das mudas dos
tratamentos e respectivos controles foram imediatamente coletadas e congeladas em
nitrogénio liquido. Posteriormente, foram armazenadas a -80°C até a extracdo do RNA
total. O delineamento experimental foi fatorial (cultivar x extensdo do estresse), com
trés réplicas bioldgicas por condicéo analisada.

2.2.2 Bibliotecas de RNA-Seq: sintese e sequenciamento

O RNA total foi isolado por meio do protocolo CTAB-Acetato (Zhao et al.,
2012) associado ao tratamento com DNAse do kit ‘SV Total RNA Isolation System’
(Promega, US). A pureza, concentracdo e integridade do RNA total extraido foram
avaliadas por meio do espectrofotdmetro NanoDrop 2000c (ThermoFisher Scientific),
fluorimetro Qubit® (Life Technologies) e pelo ‘Agilent 2100 Bioanalyzer’ (Agilent
Technologies, EUA), respectivamente. Reads paired-end, com extensdo de 100 pb,
foram geradas via sistema Illumina HiSeq 2500, empregando-se 0s seguintes Kits:
‘HiSeq® Rapid PE Cluster Kit v2’ (PE-402-4002); ‘SBS Kit v2’ (200 Cycle; FC-402-
4021); e ‘TruSeq® Stranded MRNA LT - Set A’ (RS-122-2101).

Todas as etapas executadas neste item, xceto o isolamento do RNA, foram
realizadas no Centro de Gendmica Funcional, da Universidade de Séo Paulo (S&o Paulo,
SP, Brasil). Foram geradas 12 bibliotecas RNA-Seq para as cultivares Red Globe e
IAC-572 abrangendo as triplicatas bioldgicas do tratamento de 90 minutos e seu
respectivo controle néo estressado (mock control).

2.2.3 Montagem das bibliotecas de RNA-Seq e anélise de expressao diferencial

O controle de qualidade das reads foi acessado utilizando o software FastQC
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc). O pacote Trimmomatic
v0.36 foi utilizado para remoc¢éo dos adaptadores e de sequéncias de baixa qualidade
(Bolger et al., 2014). Em seguida, o software STAR v2.4.0 (Dobin et al., 2013) foi
utilizado para o mapeamento das reads contra o genoma de referéncia disponivel para V.
vinifera v12x (INSDC — GCA _000003745.2), alocado na base de dados NCBI —
National Center for Biotechnology Information (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/),
mantendo-se aquelas que ndo foram mapeadas. O software Picard v2.9, por sua vez, foi
usado para mascarar as duplicatas sem remové-las, considerando a pontuacdo (score)
por qualidade das bases (Auwera et al., 2013), enquanto os transcritos foram montados
com o pacote Cufflinks v2.2.1.

A modulagdo transcricional de VvMTases e VvdMTases foi realizada com base
nos valores de FPKM (Fragments Per Kilobase Million) em cada tratamento/tempo
disponivel. Para andlise de expressdo diferencial, os dados foram analisados pelo
DESeqg2 (Bioconductor software package; Love et al., 2014). Considerou-se



70

diferencialmente expressos transcritos que apresentaram -1 > Log2FC > 1; FDR < 0,05
e p<0,05.

2.2.4 qPCR: setup, analises de eficiéncia e expressao relativa

Para avaliar, adicionalmente, a precisdo dos dados de expressdao génica, todos 0s
transcritos com expressdo constitutiva indicada nas analises RNA-Seq, foram
selecionados para investigacdo via qPCR. Tal analise foi realizada para os tratamentos
de 90 minutos, 24 e 48 horas apos a inoculagdo com Xcv. Trés repeticdes bioldgicas e
trés técnicas foram usadas por amostra analisada, visando garantir a confiabilidade
estatistica do processo. As reacfes de qPCR foram realizadas em placas de 96 pocos e
termociclador LineGene 9660 (Bioer), utilizando o método de SYBR Green de
deteccdo.

Amostras de RNA total das amostras foram encaminhadas para a sintese e
sequenciamento das bibliotecas RNA-Seq e passaram por um tratamento adicional.
Possivel contaminacdo com DNA genémico (DNAg) foi eliminada via digestdo com
‘RNase-free DNase I’. A concentracdo e qualidade do RNA total extraido foram
avaliadas, respectivamente, utilizando-se fluorimetro Qubit® (Life Technologies) e
espectrofotobmetro NanoDrop 2000c (ThermoFisher Scientific), fluorimetro Qubit®
(Life Technologies). Para cada amostra estudada, o0 RNA total (1 pg) foi transcrito de
forma reversa, gerando cDNA, usando-se 0 kit ‘GoScript ™ Reverse Transcription
System’ (Promega), com iniciadores oligo (dT) e seguindo as recomendagdes do
fabricante.

As reagdes de qPCR foram preparadas em volume total de 10 pL, contendo:
1 uLL de template 10x diluido, 5 pLL de ‘HotStart-IT SYBR Green qPCR Master Mix 2x’
(Thermo Scientific), 0,05yl de ROX, 1uL de cada oligonucleotideo iniciador
(concentragao final de 500 nM), além de agua livre de nucleases para completar o
volume final de 10 uL. A ciclagem da PCR foi ajustada para 95 °C durante dois
minutos, seguido por 40 ciclos de 95 °C durante 15 segundos, 58 °C durante 30
segundos e 72 °C durante 15 segundos. Apos amplificacdo, foram produzidas curvas de
dissociacdo (60 - 95 ° C a uma taxa de aquecimento de 0,1 ° C / segundo | a aquisicdo
de dados de fluorescéncia foi executada a cada 0,3 ° C) para confirmar a especificidade
dos amplicons obtidos na gPCR .

A eficiéncia de amplificacdo (E = 10 !/slope of the standard curve)y "nara todos os pares
de oligonucleotideos iniciadores implementados, foi determinada a partir de uma curva
padrdo de cinco pontos gerada por dilui¢es seriadas (10 x cada) de cDNA, em
triplicatas técnicas. As inclinacfes da reta da curva padrdo no intervalo de -3,58 a -3,10
foram consideradas aceitaveis para 0 ensaio (Biassoni et al., 2014). Esses valores de
inclinacdo de reta estdo correlacionados com eficiéncias de amplificagdo entre 90 % (E
=1.9)e110% (E=2.1).

Os genes “TCBP”, “TRU5” e “60SRP” foram selecionados como genes de
referéncia para normalizacdo dos dados de gPCR. O software Rest2009 (modo standard)
foi usado para analise de expressdo relativa dos transcritos de interesse. Tal software
baseia seu desempenho em comparagdes pareadas (do transcrito alvo e genes de



71

referéncia nas condigdes tratadas e controles), usando técnicas de randomizagédo e
bootstrapping - Pair-wise Fixed Reallocation Randomization Test© (Pfaffl et al., 2002;
REST, 2009). Utilizou-se teste de hipdtese (p < 0,05) para determinar se as diferengas
na expressdo dos transcritos alvos nas condicGes controle e tratadas foram significativas.

Os pares de oligonucleotideos iniciadores foram desenhados usando-se o
software online Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/), com o0s seguintes
pardmetros: temperatura de anelamento de 57 - 63 ° C (6timo de 60°C), extensdo do
primer de 18 - 22 pb (6timo de 20 pb), contetido de GC de 45-55% (6timo de 50%) e
extensdo do amplicon de 100 - 200 pb (Tabela Suplementar S2).

3. Resultados
3.1 Gendmica

3.1.1 Identificacdo, classificagdo e propriedades proteicas de VvMTases e
VvdMTases

A partir de analises BLASTp, a busca por genes que codificam MTases e
dMTases putativas permitiu identificar, no genoma da videira, um total de 12 MTases e
trés dMTases. As informagGes especificas para os 12 VvMTases e trés VvdMTases,
incluindo seus Ids, classes e dominios conservados estdo apresentadas na Tabela
Suplementar S3. Todas as VvMTases identificadas foram caracterizadas pela presenca
do dominio de metilacdo do DNA (DNA_Methylase | PF00145) em sua extremidade C-
terminal. Além disso, foi possivel classifica-las de acordo com a presenca de dominios
adicionais. Do total de doze VvMTases, foram identificados quatro CMT; sete MET,
sendo cinco incluindo apenas o dominio DNA_Methylase; e um DNMT2 (Tabela
Suplementar S3). Nenhum membro da classe DRM foi identificado. Os loci de
VvdMTases, por sua vez, abrigaram um dominio RRM DME (motivo de
reconhecimento de RNA demetilase; PF15628), um Perm-CXXC (PF15629) e um
HhH-GPD (PF00730) (Tabela Suplementar S3). A composicdo de dominios das
VvdMTases € semelhante para todas as classes de proteinas dessa familia. Dessa forma,
a classificacdo da mesma foi estabelecida a partir da analise fenética.

A classificagdo das VvMTases, tradicionalmente baseada na identificacdo de
dominios especificos, foi validada a partir da analise fenética, incluindo as sequéncias
das proteinas VvMTases e sequéncias de MTasess de A. thaliana e O. sativa, dentre
outras (Figura 1). Os membros VvMTases foram agrupados em sete grupos distintos
correspondentes as quatro classes de metiltransferases de DNA (CMT, MET, DRM,
DNMT2). Assim, foi possivel validar a classificagdo dos membros VvMTases
previamente realizada a partir da identificacdo de dominios especificos. O gene
VvMTasel2 apresentou divergéncia entre as classificagdes, sendo classificado como
membro ‘desconhecido” (UNK), sendo consequentemente retirado das anélises
posteriores. Os 11 VvMTases restantes foram classificados como bona fide distribuidos
entre trés classes distintas de metiltransferases de DNA (CMT, MET e DNMT?2).
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Figura 1. Arvore fenética - construida a partir das sequéncias de proteinas MTases de
Arabidopsis thaliana (circulo azul escuro), Zea mays (circulo verde claro), Glycine max (circulo
azul claro), Oryza sativa (circulo vermelho escuro), Citrus sinensis (circulo marrom), Solanum
lycopersicum (circulo amarelo) e Vitis vinifera (circulo vermelho) - gerada pelo MEGAX, via
método neighbor-joining. Os nomes laterais representam as diferentes classes da familia MTase.

Os valores nos nos representam o bootstrap (1000 repeticoes).

Ja as VvdMTases, foram classificadas somente a partir da analise fenética. Essa
analise envolveu sequéncias das proteinas VvdMTases identificadas no genoma da
videira e sequéncias de outras espécies vegetais como, A. thaliana, G. max, B. rapa,
dentre outras. Foi observada a formacdo de quatro grupos correspondentes as trés
classes de dMTases (DME, DML e ROS1). As sequéncias proteica de VvdMTasel e
VvdMTase3 foram agrupadas juntamente com sequéncias de proteinas da classe DME,
enquanto VvdMTase3 foi agrupado com proteinas dMTases pertencente a classe ROS1
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(Figura 2). Dessa forma, foi possivel estabelecer uma classificacdo das VvdMTases
identificadas no genoma da videira, sendo classificadas como DME (2) e ROS1 (1).

O Glyma.3 ROS1

Glyma_ 1 DM

Brara.2 ROS!

Solyc.1 DME

6
9 100

Solye.2 Rog

vV AT ase!

Prupea DML @

Glycine max @ Prunus persica Brassica rapa @ Arabidopsis thaliana
® itis vinifera @ Malus domestica @ Medicago truncatula Solanum lycopersicum

Figura 2. Arvore fenética - construida a partir das sequéncias de proteinas VvdMTases de
Arabidopsis thaliana (circulo azul escuro), Glycine max (circulo laranja), Prunus persica
(circulo vermelho escuro), Malus domestica (circulo roxo), Brassica rapa (circulo amarelo)
Medicago truncatula (circulo azul claro) Solanum lycopersicum (circulo verde) e Vitis vinifera
(circulo vermelho) - gerada pelo MEGAX, via método neighbor-joining. Os nomes laterais
representam as diferentes classes da familia dMTase. Os valores nos nos representam 0
bootstrap (1000 repetigdes).

Em relacdo a distribuicdo gendmica, os genes VvMTases identificados foram
ancorados em sete dos 19 cromossomos da videira, sendo distribuidos de maneira
heterogénea. Ja os VvdMTase encontram-se distribuidos ao longo dos cromossomos 6,
8 e 13. As informagdes especificas para os 11 VvMTases e trés VvdMTases, incluindo
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seus IDs, tamanho do gene (bp) e localizagdo cromossdmica estdo apresentadas na
Tabela Suplementar S4.

As proteinas VvMTases bem como VvdMTases apresentaram diversidade
estrutural entre si com tamanhos variando de 98 a 14098 e 1708 a 3981 residuos de
amino&cidos, respectivamente. Os pls das VvMTases variaram de 5,39 a 8,64, com
MWs variando de 41,91 a 161,38 KDa. Em relagéo as proteinas VvdMTases, seus pls
divergiram de 7,96 a 8,18, enquanto que os valores dos MWs foram previstos de 103,74
a 182,06 KDa. (Tabela Suplementar S5).

3.1.3 Estrutura dos genes VvMTases e VvdMTases e caracterizacdo dos motivos
conservados

Para uma melhor compreensdo das caracteristicas estruturais dos genes
VVvMTases e VvdMTases, parametros relevantes biologicamente, como caracteristicas
introns e éxons, foram avaliados. As estruturas génicas dos 11 VvMTases e trés
VvdMTases estdo representadas esquematicamente na Figura 3A-B. Os genes
VvMTases apresentaram diversidade de estruturas génicas, com ndmeros de éxons
variando de dois a 26 e introns de um a 25. Todos 0s genes VvMTases apresentaram
pelo menos um intron em suas estruturas génicas (Tabela Suplementar S6; Figura
3A). Houve uma variacao consideravel nas estruturas génicas de VvMTases, sendo a
classe MET a mais variavel (éxons 2-15, introns 1-14). No que diz respeito aos genes
VvdMTases, houve variacdo no numero de éxons (19-26) e introns (18-25) (Tabela
Suplementar S6; Figura 3B).

No que tange aos motivos conservados de VvMTases, seis motivos altamente
conservados (I, 1V, VI, VI, IX e X) foram identificados. As VvMTases
compartilharam uma estrutura semelhante envolvendo o0s motivos conservados
dispostos na sequéncia I-1V-VI-VIII-IX-X (Figura 3A). De maneira geral, a maioria
das proteinas VvMTases apresentaram conservacdo dos motivos. No entanto, trés
proteinas pertencentes a classe MET apresentaram apenas o motivo VI. Todas as
proteinas VvdMTase apresentaram trés motivos conservados, sendo os dominios Pern-
CXXC e RRM DME, inclusos no motivo Ill e o dominio HhH-GPD incluso nos
motivos | e Il (Figura 3B).
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Figura 3. Estruturas génicas (esquerda) e motivos conservados (direita) dos genes VuMTases (A) e VvdMTases (B). Diferentes classes de VuMTases e
VvdMTases estdo identificadas em retangulos na lateral esquerda, sendo cada cor correspondente a uma classe especifica. CDS, UTRs e introns das estruturas
génicas estdo representados por retangulos azul, retangulos vermelhos e linhas pretas, respectivamente. Os motivos conservados estdo representados por
blocos coloridos. Os nimeros romanos indicam 0s motivos caracteristicos de cada familia génica.
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3.1.4 Anélise dos mecanismos de duplicacdo dos genes VvMTases e VvdMTases no
genoma de V. vinifera

De acordo com a andlise dos mecanismos de duplicacédo, trés genes VvMTase
foram duplicados por mecanismos de duplicagdo proximal, sendo representantes da
classe MET (Tabela Suplementar S7). Dois genes da classe CMT, por sua vez,
tiveram origem a partir de mecanismos de duplicacdo dispersa. Foi observado um
evento de duplicagdo em tandem envolvendo dois genes VvMTase, pertencentes a
classe MET. Além disso, dois genes VvMTase expandidos a partir do mecanismo de
duplicagcdo WGD/Segmental foram identificados no genoma da videira. Apenas um
gene VvMTase, pertencentes a classe DNMT, foi considerado singleton (Tabela
Suplementar S7). Por fim, trés eventos de duplicagdo WGD/Segmental envolvendo os
trés genes VvdMTases foram observados no genoma da videira (Tabela Suplementar
S7).

3.1.5 Andlise da evolucdo das sequéncias de VvMTases e VvdMTases duplicados
em tandem e WGD/segmental

A razdo entre a taxa Ka (taxa de mutacdo néo sindnima) e Ks (taxa de mutacéo
sinbnima) foi analisada para o0s genes VvMTases duplicados em tandem ou
WGD/Segmental, bem como os trés pares de genes VvdMTases duplicados por
WGD/Segmental. Os valores de Ka/Ks para os VvMTases duplicados em tandem e
WGD/Segmental foram, respectivamente, 0,19 e 0,30, enquanto que os VvdMTases
variaram entre 0,23 e 0,34. Todos os pares de genes de VvMTases e VvdMTases
analisados apresentaram Ka/Ks < 1, sugerindo que estdo sob selecdo purificadora
(Tabela Suplementar S8).

3.1.6 Gendmica comparativa dos genes VvMTases e VvdMTases

A andlise de ortologia permitiu revelar o nivel de conservagdo dos loci
minerados tanto para as MTases quanto para as dMTases. Entre os loci das MTases, foi
observado um alto nivel de ortologia entre videira e outras espécies pertencentes as
familias Poaceae e Fabaceae. Os 11 loci ndo redundantes minerados no genoma da
videira exibiram ortélogos no genoma de Brachypodium distachyon L., Brachypodium
sylvaticum (Huds.) P. Beauv. (Poaceae) e Cicer arietinum L. (Fabaceae) (Figura 4A).

Na analise das dMTases, os trés loci (100%) da videira apresentaram ort6logos
em espécies das familias Brassicaceae, Poaceae, Euphorbiaceae e Rosaceae, incluindo
Manihot esculenta Crantz. e Vigna unguiculata L. Também foi observado um nimero
expressivo de ortologos entre a videira e Citrus sinensis L. (Rutaceae), revelando uma
conservacao dos loci de Mtases e dMTases entre a videira e espécies filogeneticamente
distintas, como as pertencentes a familia Poaceae (Figura 4B).
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Figura 4. Quantificacdo dos loci conservados de metiltransferase de DNA (A) e demetilase de DNA (B) entre as 14 espécies vegetais com

maiores indices de ortologia no genoma da videira. As espécies e familias estdo indicadas no exterior das barras. O quantitativo e suas
respectivas porcentagens de ortologia génica, em cada espécie analisada, em relacdo a videira, estdo apresentadas no interior das barras.
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3.1.7 Mineracédo de CCRESs nos promotores dos genes VvMTases e VvdMTases

Todos os 11 genes que codificam as VvMTases da videira tiveram seus
promotores preditos (1Kb) analisados em relacdo a identificacdo de elementos cis-
regulatérios (CCREs). Trés motivos identificados de regibes promotoras estavam dentro
do limite estipulado (valor e < 1072, Figura 5; Figura Suplementar 1), sendo
considerados como bona fide CCREs.

Os CCREs identificados estéo associados a trés familias de TF distintas (Figura
6): AP2/ERF (dois motivos; caixa vermelha e azul claro; Figura Suplementar 1A- B),
WRKY (dois motivos; verde claro e verde escuro; Figura Suplementar 1C e 1F) e
Dof-type (trés motivos; lil&s, laranja e azul escuro; Figura Suplementar 1D-E e 3G).
Os CCREs associados ao fator de transcri¢do do tipo Dof-type (JASPAR ID MA1281.1;
MAO0053.1; MA1278.1; Figura 5; Figura Suplementar 1D-E e 1G) foram os mais
abundantes, sendo observados em 66 sitios distintos. Em seguida, observou-se motivos
associados a TFs AP2/ERF (JASPAR ID MA1236.1; MA1260.1; Figura 5; Figura
Suplementar 1A-B), ancorados em 19 sitios. TFs WRKY (JASPAR ID MA1091.1;
MA1085.2; Figura 5; Figura Suplementar 1C e 1F) apresentaram, por sua vez, em 17
potenciais sitios de ancoramento.

N&o houve enriquecimento para CCREs em promotores de VvdMTases.

TFs Gene Name p-value* Promoter region 1Kb
AP2/ERF
MA1236.1
VvMTased4 3.99e-14 *_m - - el B
VvMTasell 1.95e-17 er | | - | .
VvMTasel 2.77e-5 * - N mm -
VvMTase3 4.41e21 ? o mE
+
VvMTasel0 1.23e-25 T-m | e
VvMTase9 8.02e-9 *+— M _m = =B
MA1281.1
VvMTase2 3.03e-9 t—- - - -—.—-'-—-—-—-—-—
VvMTase7 1.18e-62 +H MM 1l m BN
VvMTase5 1.25¢-93 +_| mill W | ﬁl 1 | #
VvMTaset 3.69e-94 +_NNN__ mll TTEH = _-_-l | b |
VvMTase8 3.]2e-2 *+—m - T

Dof type
MA1278.1

Figura 5. Localizagdo e identificacdo dos CCREs, motivos consenso (matriz JASPAR ID:
MA1236.1; MA1260.1; MA1091.1; MA1281.1; MA0053.1; MA1085.2; MA1278.1) e TFs
associados nos promotores dos genes VvMTases. Na esquerda, os CCREs bona fide estéo
representados por quadrados em diferentes cores, apresentando seus respectivos fatores de
transcricdo associados. Para cada VvMTases analisadas (centro da imagem), os motivos séo
identificados em toda sua extensdo génica (direita).
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3.2 Transcriptomica de VvMTases e VvdMTases em videira submetida a Xcv

Em bibliotecas de RNA-Seq [Tratamento x controle para ambos 0s gendtipos
(RedGlobe — suscetivel e IAC-572 — resistente)], o perfil transcricional da videira
submetida a infeccdo por Xcv foi tragado tanto para VvMTases quanto para VvdMTases
no tempo de 90 minutos apos inoculacdo. Nas referidas bibliotecas, foram minerados e
caracterizados 12 transcritos VvMTases. Desses, apenas seis apresentaram dominio
conservado completo, sendo distribuidos entre as classes CMT, MET e DNMT2. Além
disso, trés transcritos VvdMTases pertencentes as classes DME e ROS1 foram
minerados nas bibliotecas RNA-Seq em questdo. Todos esses transcritos apresentaram
dominios conservados completos. Para ambas as familias, todos os transcritos
minerados foram expressos de forma constitutiva ao longo de todo o ensaio de
inoculacédo bacteriana por Xcv (Tabela Suplementar S9-10).

3.3 Validagéo dos dados de expressao génica via qPCR

Para validar os dados de expressao génica in silico [bibliotecas RNA-Seq
(Tratamento 90 min x Controle para ambos os gendtipos)], todos os transcritos
VvMTases e VvdMTases expressos de forma constitutiva foram avaliados por gPCR.

Considerando os pares de primers funcionais, apenas trés [dois VvMTase
(Vv_07s0130g00380 e Vv_08s0007g06800, pertencentes as classes MET e CMT,
respectivamente) e um VvdMTase (Vv_08s0007g03920, classe DME)] apresentaram
eficiéncia de amplificacdo variando de 90 a 108,8% em ambos os gendtipos avaliados
(Tabela Suplementar S1). A andlise de expressao relativa mostrou que, para 0
tratamento de 90 minutos, ambos 0s transcritos VvMTase foram reprimidos no genotipo
resistente, enquanto que o transcrito VvdMTase (Vv_08s0007g03920) foi induzido.

Para o genotipo suscetivel, o transcrito Vv_07s0130g00380 foi reprimido e
Vv_08s00079g06800 apresentou expressdo constitutiva. Por fim, o transcrito
Vv_08s00079g03920 foi induzido. Esses resultados foram divergentes daqueles
observados nos dados de RNA-Seq. Apenas o transcrito Vv_08s0007g06800 apresentou
expressdo constitutiva no gendétipo suscetivel, confirmando os dados de RNA-Seq
(Figura 6).
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Figura 6. Expressdo relativa via qPCR dos transcritos VvMTase e VvdMTase expressos de
forma constitutiva nas bibliotecas de RNA-Seq. O asterisco indica 0s transcritos
diferencialmente expressos considerando p < 0,05 e FDR < 0,05. Os nomes verticais
indicam os Ids dos transcritos VvMTases e VvdMTase, sendo: VvMTase?
(Vv_07s0130g00380); VvMTase” (Vv_08s0007g06800); eVvdMTase

(Vv_08s0007g03920).

A fim de compreender melhor o possivel papel funcional dos VvMTases e
VvdMTases sob inoculagdo bacteriana por Xcv, os transcritos foram também avaliados
via gPCR nos tratamentos de 24 e 48 h apos a inoculacdo. No tratamento de 24 h, os
transcritos Vv_07s0130g00380 e Vv_08s0007g03920 foram reprimidos no genotipo
resistente. Ja o transcrito Vv_08s0007g06800, apresentou expressdo constitutiva. No
gue tange o gendtipo suscetivel, apenas o transcrito Vv_08s0007g03920 foi induzido,
sendo os transcritos Vv_07s0130g00380 e Vv_08s0007g06800 expressos de forma
constitutiva. Por fim, no tratamento de 48 h todos os transcritos foram induzidos no
gendtipo resistente, com destaque para o transcrito Vv_08s00079g03920 da familia
dMTase, o qual apresentou um maior nivel de indugdo quando comparado aos demais
transcritos VvMTases. Ja no gendtipo suscetivel todos os transcritos foram expressos de
forma constitutiva. Esses resultados sugerem que VvMTases e VvdMTases tendem a
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participar da resposta de defesa a inoculagédo por Xcv em momentos mais intensos do
estresse em questdo, sendo observado uma participacéo desses transcritos especialmente
no genotipo resistente.

Em suma, observa-se que a regulacdo dos transcritos de ambas as familias
génicas analisadas apresentou uma maior inducédo no tempo de 48 h apds a inoculacao,
sendo observado uma resposta genotipo especifica. Uma vez que, 0s transcritos
VvMTases e VvdMTases tendem a apresentar uma maior inducdo no genotipo
resistente.

4. Discussao

4.1 Mineracao e caracterizagdo estrutural de VvMTases e VvdMTases no genoma
da videira

A distribuicdo, posicao relativa e abundancia de MTases e dMTases tém sido
amplamente descritas em espécies vegetais. No presente trabalho, 11 genes VvMTases e
trés VvdMTases foram identificados no genoma da videira. Essa frequéncia é
semelhante a encontrada em outros genomas vegetais. Por exemplo, C. sinensis
apresenta sete MTases (trés CMT, uma MET e trés DRM) e quatro dMTases (Zhu et al.,
2020); S. melongena exibe seis MTases (trés CMT, uma MET e duas DRM) e cinco
dMTases (Moglia et al., 2019); C. scolymus, dez genes MTases (cinco CMT, uma MET
e quatro DRM) e cinco dMTases (Gianoglio et al., 2017); G. max possui 11 (quatro
CMT, duas MET e cinco DRM); M. truncatula, nove genes MTases (trés CMT, duas
MET e quatro DRM) (Garg et al., 2014); e A. thaliana exibe dez loci MTases (trés
CMT, quatro MET e trés DRM) e cinco dMTases (Pavlopoulou e Kossida, 2007).

O dominio DNA_Methylase (PF00145) encontra-se geralmente localizado na
regido C-terminal das proteinas VvMTases. Esse dominio, consiste em seis motivos
altamente conservados que sdo envolvidos em uma das etapas da reacdo de metilacdo de
DNA. Na videira, esse dominio mostrou-se altamente conservado. Os motivos
cataliticos conservados | e X, por exemplo, estdo envolvidos na ligacdo da S-Adenosil-
L-metionina (AdoMet), a qual desempenha papel na transferéncia de um grupo metil ao
carbono 5 dos residuos de citosina. J& o motivo IV contém um sitio ativo funcional em
todas as MTases descritas. O motivo VI esta associado a ligacdo da citosina alvo. O
motivo VIII, por sua vez, realiza contatos inespecificos com a citosina, 0s quais
contribuem para a neutralizacdo da carga negativa do DNA. Por fim, o motivo IX esta
envolvido na organizagdo do dominio de reconhecimento do alvo (TRD), fornecendo
residuos invariantes que possivelmente contribuam para o reconhecimento do DNA
alvo (Posfai et al., 1989; Kumar et al., 1994). A elevada conservacao desses residuos é
uma caracteristica essencial das proteinas. No entanto, alguns desses motivos ndo foram
identificados em trés proteinas VvMTases da classe MET. Essas proteinas apresentaram
0 dominio DNA_Methylase incompleto ou reduzido. Portanto, a estrutura do dominio
DNA_Methylase das proteinas dessas classes apresentaram algumas variagcdes que
devem ser exploradas para uma melhor compreenséo do desenvolvimento da funcéo
dessas proteinas na videira.

As MTases também desempenham um importante papel no reconhecimento dos
diferentes contextos de citosinas do DNA (CpG; CpHpG; e CpHpH), o que esta
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relacionado a diferentes dominios situados na regido N-terminal. A sua regido variavel
torna-se um provavel candidato a especificidade desses contextos de citosinas do DNA
(Szegedi e Gumport, 2000). Algumas VvMTases da classe MET identificadas no
genoma da videira apresentaram dois dominios extras DNMT1-RFD na regido N-
terminal. Esses dominios sdo responsaveis pelo reconhecimento de dinucleotideos CpG
hemimetilados e pela metilacdo de citosina ndo modificada (He et al., 2011). A sua
presenca é um elemento essencial para que MET participe da manutencdo da metilacao
do contexto CpG (Zhu et al., 2020). As proteinas da classe CMT, por sua vez, mantém a
metilacdo nos contextos CpHpG e CpHpH, sendo a ultima a depender da regido
gendmica (Bartee et al., 2001; Lindroth et al., 2001; Zemach et al., 2013). Essas
proteinas apresentam em sua regido N-terminal um dominio CHROMO, o qual foi
identificado entre os motivos | e IV nas VvMTases. Gianoglio et al. (2017) previamente
descreveram a estrutura dessas proteinas em alcachofra. Esse dominio esta envolvido
nas interacdes da cromatina e, provavelmente, medeia o reconhecimento e a ligagcdo ao
DNA alvo. Além disso, o dominio CHROMO ¢é responsavel pela regulacdo génica
associada a remodelagem da cromatina, podendo ligar-se as histonas metiladas,
afetando o nivel de metilagdo do genoma (Jones et al., 2000; Tajul-Arifin et al., 2003).

O dominio bromo-adjacente (BAH) foi identificado, por sua vez, nas proteinas
pertencentes as classes MET e CMT. Funciona como um modulo de interacdo proteina-
proteina especializado no silenciamento de genes (Callebaut et al., 1999). O referido
dominio também pode estar presente em outras proteinas envolvidas no processo de
regulacdo da transcricdo, incluindo a proteina do complexo de origem da replicacao
(Orcl) (Saze et al., 2013). Ja as proteinas da classe DRM, sao caracterizadas por abrigar
0o dominio UBA em sua regido N-terminal. Essas proteinas sdo as principais
responsaveis pela metilacdo dos sitios CpHpH (Chan et al., 2005). No entanto, nenhum
membro dessa classe foi identificado no genoma da videira, indicando uma possivel
perda dos genes dessa classe durante a evolucdo dessa espécie. No que tange as
proteinas VvMTase da classe DNMT2, nenhum dominio na regido N-terminal foi
identificado. Estudos anteriores mostraram que esse grupo proteico tém uma ampla
especificidade de substrato ndo apenas como uma metilase de DNA (Ashapkin et al.,
2016), mas também como metilase de tRNA (Hermann et al., 2003; Tuorto et al., 2012).

Quanto as VvdMTases, todas as proteinas apresentaram um dominio RRM-
DME e Perm-CXXC na regido C-terminal e um dominio catalitico HhH-GPD. O HhH-
GPD ¢ considerado um dominio de DNA glicosilase descontinuo que envolve dois
segmentos conectados por uma regido de comprimento variavel (Ponferrada-Marin et
al.,, 2011). Os dominios RRM-DME e Perm-CXXC, por sua vez, sdo altamente
conservados entre os membros da familia demetilase de DNA. Mutagdes pontuais no
dominio C-terminal de DME e ROS1 resultaram na inativacdo de excisdo de 5-meC
(Agius et al., 2006; Mok et al., 2010; Ponferrada-Marin et al., 2011). O dominio C-
terminal de ROS1 carece de atividade enzimatica detectavel e liga-se ao DNA com
afinidade muito baixa (Ponferrada-Marin et al., 2011), enquanto o isolamento do seu
dominio de glicosilase de DNA resulta na sua inativagdo no processo de excisdo de 5-
meC, retendo, porém, a atividade parcial de liase. Entretanto, a adicdo desse dominio
restaura sua atividade de excisdo de bases e aumenta a atividade de AP liase, sugerindo
ser indispensavel para a atividade de glicosilase de ROS1 (Hong et al., 2014).
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Por fim, todos os genes VvMTases, bem como VvdMTases apresentaram pelo
menos um intron em suas respectivas estruturas, sugerindo que o ganho de introns
contribuiu para a diversificagdo dessas familias génicas na videira. Resultado
semelhante foi observado em outras espécies vegetais, como Solanum melongena L.
(Moglia et al., 2019) e Dendrobium officinale Kimura & Migo (Yu et al., 2021).

4.2 Mecanismos de duplicacido dos genes VvMTases e VvdMTases no genoma da
videira e andlise de pressado de selecéo

A duplicacdo génica contribui para a evolucdo e expansdo de familias génicas
(Hurles, 2004). As duplicacbes em tandem por exemplo, representam mecanismos
cruciais na geracdo de novas copias de genes em clusters, podendo contribuir para
diversidade de familias génicas (Cannon et al.,, 2004). Os eventos de duplicacdo
WGD/segmental, por sua vez, podem dispersar de forma ampla copias de um gene por
todo o genoma, contribuindo para geracdo de novas subfamilias de genes bem como
para evolucdo do genoma de determinada espécie (Baumgarten et al., 2003). Duplicagdo
segmental e em tandem s&o os principais mecanismos evolutivos que resultam na
expansdo da familia metiltransferase de DNA em plantas (Keller et al., 2014; Pei et al.,
2019). Na videira, a duplicagdo WGD/segmental e em tandem foram as principais
responsavel pela expansdo da familia MTase (~37%). Em relacdo a familia dMTase,
todos 0s genes tiveram origem a partir do mecanismo de duplicagdo WGD/segmental.
Esses resultados indicam que as duplicagdes em tandem e WGD/segmental
desempenham papel fundamental no mecanismo de expansdo das familias MTases e
dMTases. Resultados semelhantes foram previamente relatados em outras espécies
vegetais, como Fragaria vesca L. (Gu et al., 2016) Camellia sinensis (L.) Kuntze (Zhu
et al., 2020) e kiwi (Zhang et al., 2020).

A razdo entre a taxa de substituicdo ndo sinbnima (Ka) e a taxa de substituicdo
sinbnima (Ks) determina se ha pressdo seletiva atuando nos genes analisados (Hurst,
2002). Essa razdo foi analisada para VvMTases e VvdMTases que apresentaram
duplicacdo em tandem e segmental. Todos os pares de VvMTases e VvdMTases
duplicados pelos mecanismos acima exposto estdo sob selecéo purificadora (Ka/Ks <1).
Esse tipo de selecdo conserva as sequéncias de aminoacidos dos grupos proteicos,
indicando que os genes analisados ndo divergiram durante a evolugdo, 0s quais
mantiveram sua funcionalidade conservada. Além disso, o0s pares de genes em questdo
podem apresentar redundancia de funcionalidade. Tal acdo pode compensar a perda de
funcdo de membros especificos dessas familias de genes ao longo do processo
evolutivo.

4.3 Gendmica comparativa dos genes VvMTases e VvdMTases

A analise de ortologia génica é considerada uma abordagem bastante viavel para
prever funces desconhecidas de genes compartilhados entre diferentes espécies que
evoluiram como resultado de eventos de especiacdo (Peng et al., 2017). Os genes
ortologos sdo derivados de um Unico gene no Gltimo ancestral comum de duas ou mais
espécies, permitindo que compartilhem as mesmas funcdes em taxons recém-evoluidos
(Das et al., 2016). Foi observada uma conservacao significativa de MTases e dMTases
tanto entre espécies proximas como distantemente relacionadas, como as
monocotileddneas da familia Poaceae. Tais dados langcam novas perspectivas de estudos
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relacionados & funcionalidade dessas proteinas nas espécies conservadas analisadas
nesse estudo.

4.4 Mineracdo e identificacdo de elementos cis-regulatérios candidatos (CCRES)

Trés diferentes familias de FTs estiveram associadas a bona fide CCREs
ancorados aos promotores de genes codificadores das MTases. Esses FTs apresentam
intima associacdo com a resposta a estresses em plantas. Os TFs da familia WRKY
compdem uma das maiores familias de TFs e regulam diversos processos bioldgicos nas
plantas (para uma revisdo detalhada, consultar Baillo et al., 2019). No arroz, a inducao
do gene WRKY67 aumentou a resisténcia das plantas transgénicas as duas principais
doencas dessa cultura, ocasionadas por Magnaporthe oryzae e Xanthomonas oryzae pv.
oryzae (Xo00), tornando o0 WRKY67 um alvo ideal para a melhoria do arroz (Liu et al.,
2018b). Os Dof-type, por sua vez, sdo fatores de transcricdo envolvidos na reposta a
agentes patogénicos, como virus e fungos (Wen et al., 2016; Kang et al., 2016). Por fim,
TFs AP2/ERF foram induzidos em resposta a infeccdo por Alternaria alternata em
macd, sugerindo seu possivel papel na resposta ao mencionado agente patogénico (Li et
al., 2020). Dessa forma, € observado que FTs que ancoram em regides promotoras de
MTases participam de acdes de orquestragdo transcricional em diferentes plantas
submetidas acdes de defesa contra diferentes patdgenos. Isso reforca a importancia
desses genes em videira e acentuam seu valor biotecnoldgico.

4.5 Transcriptémica de VvMTases e VvdMTases em videira submetida a Xcv

No presente estudo, os dados de RNA-Seq para o tratamento de 90 minutos
demonstraram expressdo constitutiva de VvMTases e VvdMTases em ambos 0S
genotipos analisados. No entanto, os resultados obtidos a partir da qPCR indicaram uma
inducdo de VvMTases e VvdMTases em pelo menos um dos tratamentos analisados (90
minutos, 24 e 48 h) nos genotipos resistente e suscetivel.

Considerando os dados da qPCR, fica evidente que a orquestracdo transcricional
de VvMTases e VvdMTases ocorre de forma dependente do genétipo, uma vez que 0s
dois gendtipos analisados apresentaram variacdo na resposta a Xcv, sugerindo que a
dindmica do processo de metilacdo do DNA pode estar envolvida na regulacdo da
resisténcia a Xcv na videira. Existem diversos relatos demonstrando a dinamica da
metilacdo do DNA das plantas na regulacdo da resposta a estresses bidticos (Boyko e
Kovalchuk, 2011; Diez et al., 2014; Zhu et al., 2015; Espinas et al., 2016). No entanto,
estudos envolvendo a expressdao de MTases e dMTases dependente de gendtipo em
plantas sob estresse bidtico sdo escassos. Nossos resultados ampliam o leque de alvos a
serem estudados para um maior entendimento das fungdes da familia MTase e dMTase
em plantas em resposta a patdégenos.

Em termos de familia génica, destacou-se uma maior indugdo do transcrito
pertencente a familia dMTase no gendtipo resistente. Sanchez et al. (2016), ao expor
diferentes mutantes de Arabidopsis ao ataque patogénico de Hyaloperonospora
arabidopsidis (Hpa), observaram que os mutantes defeituosos na metilacdo do DNA
(hipometilados) exibiram resisténcia aumentada a Hpa, enquanto dois mutantes
hipermetilados (afetado na demetilacdo do DNA) apresentaram susceptibilidade a esse
patogeno. Adicionalmente, através da analise transcriptbmica dos mutantes nrpel



85

(mutante hipometilado) e rosl (mutante hipermetilado), em diferentes tempos apds a
infeccdo por Hpa, os autores observaram a influéncia da metilacio do DNA na
regulacdo transcricional, em que cerca de 166 transcritos foram induzidos em nrpel e
reprimidos em rosl. Estudos similares demonstraram a atuacdo da metilacdo do DNA
na resposta de Arabidopsis contra agentes patogénicos biotréficos (Lopez et al., 2011;
Dowen et al., 2012; Luna et al., 2012; Yu et al., 2013).

5. Conclusao e Perspectivas

As VvMTases e VvdMTases podem ser agrupados em trés e duas classes,
respectivamente. Os mecanismos de duplicagdo em tandem e WGD/segmental
possivelmente desempenham um papel crucial na expansdo desses genes durante a
evolucdo da videira. A identificacdo dos elementos cis-regulatdrios, seus respectivos
FTs e a andlise de transcriptomica dos VvMTases e VvdMTases revelam, por sua vez,
que esses genes podem estar envolvidos na resposta vegetal a diversos estresses
biodticos, além daqueles aqui analisados. Os gendtipos da videira analisados tendem a
apresentar uma variacdo na resposta a Xcv. O genotipo resistente, por exemplo,
apresenta uma maior inducdo de VvMTases e VvdMTases, especialmente no tempo de
48 h, quando comparado ao gendtipo suscetivel. Esse fato, pode estar relacionado a uma
maior resisténcia no genotipo tolerante. Nossos dados fornecem informaces valiosas
acerca do papel de VvMTases e VvdMTases nos processos moleculares, especialmente
no gendtipo moderadamente resistente do hibrido IAC 572, sugerindo potenciais alvos
biotecnoldgicos na resposta de defesa dessa cultura. Estudos adicionais sdo, portanto,
necessarios para confirmar a funcionalidade desses genes nos processos de
(de)metilacdo de DNA e sua atuacdo frente a resposta de defesa dessa espécie
economicamente importante.
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Resumo: Processos de metilagdo/demetilacdo de histonas sdo reconhecidamente
atuantes na regulacdo da resposta transcricional de vegetais sob condigdes adversas.
Esses processos séo controlados dinamicamente pela atividade das metiltransferases
(SDGs) e demetilases (JMJs) de histonas. O presente estudo propds realizar,
pioneiramente, a caracterizagdo da diversidade estrutural das enzimas SDGs e JMJs no
genoma de V. unguiculata (feijao-caupi), bem como analisar os padrdes de expresséo
frente a estresses abidtico (desidratacdo radicular) e bidticos (injdria mecanica seguida
de inoculacdo de CAMBYV ou CPSMV). Foram caracterizados 47 genes SDGs e 26
JMJs no genoma do feijao-caupi. Analises dos mecanismos de expansdo dos genes
VuSDGs e VuJMJs indicaram prevaléncia de mecanismos de duplicacdo dispersa e
WGD/segmental. As razdes Ka/Ks mostraram que todos os eventos de duplicacédo
WGD/segmental dos genes VuSDGs e VuJMJs estdo sob selecdo purificadora. Um alto
indice de conservacgdo génica dessas enzimas foi encontrado nos membros de diferentes
familias de Viridiplantae, com destaque para as leguminosas. Os elementos cis-
regulatérios identificados nos promotores de VuSDGs e VuJMJs foram associados a
fatores de tramscricdo (TFs) Dof-type e bZIP. Tais TFs estdo relacionados a resposta
vegetal a estresses bidticos e abioticos. Por fim, constatou-se que VuSDGs e VuJMJs
exibiram expressao diferencial sob diferentes estresses, sendo observado um maior
namero de transcritos induzidos no ensaio de desidratacdo radicular. Em relagdo aos
ensaios de injaria mecénica e inoculacéo viral, os transcritos VuSDGs e VuJMJs foram
induzidos apenas no tratamento de 60 minutos apo6s a inoculag¢do viral em ambos 0s
ensaios analisados. Esses resultados fornecem informacdes valiosas acerca do papel de
VuSDGs e VuJMJs em potenciais processos fisiologicos de feijao-caupi, apresentando-
se como alvos biotecnoldgicos a serem explorados em futuras pesquisas experimentais
na referida espécie e em outras leguminosas economicamente importantes.

Palavras-chave: metilagdo de histonas, demetilagéo de histonas, seca, viroses.

1. Introducéo

Em eucariotos, o DNA estd associado a proteinas denominadas
histonas. Inicialmente, a funcdo predita desse grupo proteico estava relacionada somente
a compactacdo do material genético [1]. Com o desenvolvimento de novas pesquisas,
foi constatado que essas proteinas ndo eram inertes, sendo substratos de modificacdes
quimicas pos-traducionais. Tais modificagdes ocorrem em residuos especificos de
aminoacidos situados na cauda N-terminal desse grupo proteico, o que resulta na
alteracdo de sua interacdo com o DNA. Tal alteragdo origina estados de acessibilidade
mais/menos permissivos & maquinaria transcricional (fatores de transcrigdo) em relagéo
a uma determinada regido promotora de um gene-alvo. Sao catalogados uma serie de
modifica¢Oes pos-traducionais em histonas (revisado por [2]). Dentre essas, a metilacdo
de histonas é uma das categorias de maior destaque em plantas, exercendo um influente
papel epigenético na regulacdo da expressdo génica durante processos
desenvolvimentais e de resposta a estresses.

A metilacdo de histonas em vegetais consiste na adigéo - catalisada por enzimas
HKMTases (metiltransferases de histonas) - de até trés grupos metil a residuos
especificos de lisina (K), sendo eles: K4, K9, K27, K36 e K79, situados na histona H3;
e K20, da histona H4 [3,4]. As HKMTases, também conhecidas como proteinas SET
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DOMAIN GROUP (SDG), possuem o dominio SET, evolutivamente conservado, como
modulo catalitico [5]. Essas enzimas podem causar efeitos ativadores, bem como
repressores, na expressdo génica. Tal influéncia esta associado ao nimero de grupos
metil adicionados, bem como ao(s) aminoacido(s) que ancora(m) a modificacdo quimica
[6]. Por exemplo, a adi¢do de um grupo metil (me) aos residuos K4 e K36 da histona H3
(H3K4me e H3K36me, respectivamente) esta associada a ativacdo génica; enquanto que
H3K9me, H3K27me e H4K20me estdo relacionadas a repressao [7,4].

Em vegetais, as SDG podem ser categorizadas em sete classes distintas, nomeadas
com base nas metiltransferases de histonas [Suppressor of variegation [Su(var)] 3-9,
Enhancer of zeste [E(z)] e Trithorax (Trx)] identificadas em Drosophila: a) classe I,
homdlogos de [E(z)] (H3K27); b) classe Il, homdlogos de Ashl (H3K36); c¢) classe I,
homologos de Trx e proteinas relacionadas (H3K4); d) classe 1V, proteinas com um
dominio SET e um dominio PHD (homeodominio de planta); €) classe V, proteinas
homologas e relacionadas a Su(var) (H3K9); f) classe VI, proteinas com um dominio
SET interrompido; e g) classe VII, metiltransferase Ribulose-1,5-bisfosfato
carboxilase/oxigenase [Rubisco (RBCMT)] [5].

O nivel de metilacdo de histonas nas plantas é dindmico, uma vez que o grupo metil
pode ser removido dos residuos de lisina através da demetilacdo de histonas [8]. Esse
processo consiste em reacOes catalisadas por um grupo de enzimas demetilases de
histonas, que contém o dominio JmjC (denominadas de proteinas JMJ). Tais enzimas
atuam por meio de reacdes de hidroxilacdo dependentes de ions de ferro [Fe (11)] e a-
cetoglutarato (0-KG) [9,10]. Em Arabidopsis thaliana, as proteinas JMJ séo
classificadas em cinco categorias com base na similaridade de sequéncia e
especificidade catalitica, sendo: a) KDM4, representada pelas subclasses PKDMS8 e
PKDM9 (H3K9me2/3 e H3K36me2/3); b) KDM5 (H3K4mel/2/3); c¢) JMJID6
(H3K27me2/3); d) KDM3 (H3K9mel e H3K9me2); e €) enzimas apenas com 0O
dominio JmjC (H3K27me3), representada pelas subclasses PKDM11/12/13
[11,12,13,14,].

Estudos tém demonstrado o papel das proteinas SDGs e JMJs na regulacdo de
diferentes processos biologicos vegetais. Tais processos incluem respostas a: seca [15],
frio [16], alta temperatura [17], salinidade [18] e ataque de patdgenos [19]. A
identificacdo gendmica e analise funcional dos genes codificantes de SDGs e JMJ
compreende uma abordagem recente. Tais grupos proteicos tém sido analisados em
diversas espécies vegetais, incluindo A. thaliana [5], nabo [20], arroz [21], tomate [22],
milho [23,17], laranja [24], soja [25], maca [26], algoddo [27,28], trigo [29], dentre
outros.

O feijdo-caupi (Vinga unguiculata (L.) Walp.), leguminosa amplamente cultivada
na Africa e no Brasil, apresenta relevancia socioecondmica, sendo uma importante fonte
de proteinas, sais minerais e carboidratos para populac@es de baixa renda [30,31]. Além
disso, essa espécie apresenta acessos tolerantes a seca e a temperaturas elevadas, o que
permite seu amplo cultivo em regides semiaridas e néo irrigadas [31]. Apesar da sua
reconhecida importancia, estudos envolvendo a caracterizacdo estrutural e funcional das
proteinas SDGs e JMJs em V. unguiculata € inexistente. Com a disponibilidade recente
do genoma de referéncia dessa leguminosa [32], tal espécie foi lancada a era das
Omicas. Adicionalmente, o Cowpea Genomics Consortium (CpG), gerenciado pelo
nosso grupo de pesquisa, dispe de dados transcriptdmicos para cultivares
tolerantes/resistentes do feijdo-caupi submetidos a condi¢des de desidratacdo radicular e
a estresses multiplos [injdria mecénica seguida de inoculagéo viral de CABMV (virus
do mosaico transmitido pelo afideo do feijdo-caupi) ou CPSMV (virus do mosaico
severo do feijdo-caupi)]. Dessa forma, a associacdo de dados Omicos (genémica e
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transcriptdmica) torna-se uma rica e importante plataforma de anélise de SDGs e JMJs
em feijdo-caupi.

Diante do exposto, o presente trabalho objetivou a caracterizagdo gendmica e
transcriptomica das familias génicas de SDGs (VuSDGs) e JMJs (VuJMJs) em feijao-
caupi. Os resultados gerados pelo nosso trabalho fornecem uma abordagem detalhada
acerca das SDGs e JMJs, além de estabelecer bases para futuras exploracdes
experimentais desses grupos proteicos na referida leguminosa que, recentemente vem
despontando no cenario das 6micas.

2. Material e Métodos
2.1 Genbmica
2.1.1 Identificagdo e mineragéo de loci codificadores de VuSDGs e VuJMJs

Sequéncias previamente caracterizadas contendo o dominio SET (PF00856) e JnC
(PF02373) para, respectivamente, as familias metiltransferases e demetilases de
histonas, foram recuperadas dos bancos de dados NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e UniProt  (https://www.uniprot.org/).  Essas
sequéncias, pertencentes as espécies A. thaliana, Oryza sativa L., Zea mays L.,
Medicago truncatula L., dentre outras, foram utilizadas na identificagdo de VuSDGs e
VuJMJs no genoma do feijdo-caupi (Material S1 e S2). Para isso, foram realizados
alinhamentos contra 0 proteoma putativo de feijdo-caupi
(Vunguiculata_469 v1.1.protein_primaryTranscriptOnly.fa; banco de dados Phytozome
V12), utilizando-se a ferramenta BLASTp (e-value < e1%). Foi usada apenas a sequéncia
de peptideo mais longo (transcrito primario), para cada gene do feijdo-caupi. Os
identificadores das proteinas recuperadas estdo associados ao seu respectivo locus.

Para a confirmacdo da presenca dos dominios conservados nos genes VuSDGs e
VuJMJs candidatos, os bancos de dados Pfam (pfam.xfam.org/), Conserved Domain
Database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd/), bem como a ferramenta SMART
(smart.embl-heidelberg.de/), foram utilizados. A mesma metodologia acima relatada foi
empregada para identificar os VuSDGs e VuJMJs nas bibliotecas RNA-Seq do CpG,
utilizando-se a ferramenta tBLASTn (e-value < e°). Para minerag&o nos transcriptomas
analisados, também foram utilizadas sequéncias proteicas das VuSDGs e VuJMJs
identificadas e caracterizadas no genoma de V. unguiculata.

2.1.2 Classificacdo dos genes VuSDGs e VuJMJs e identificacdo de residuos
conservados em VuSDGs e VuJMJs

Os genes VuSDGs e VuJMJs identificados foram classificados com base em duas
estratégias distintas:

a) identificacdo de dominios caracteristicos das respectivas classes das familias
génicas analisadas;
b) analise fenética utilizando sequéncias proteicas curadas de outras espécies,

contendo os dominios caracteristicos de SDGs e JMJs. Essas sequéncias foram
alinhadas com as VuSDGs e VuJMJs candidatas, utilizando ClustalW [33]. A arvore
fenética foi obtida pelo método Neighbour Joining (NJ) [34], através do software
MEGA 7, com bootstrap de 1000 repeti¢6es [34]. De acordo com a topologia da arvore
fenética, as VuSDGs e VuJMJs foram classificadas a partir de classificacfes
previamente estabelecidas em A. thaliana e O. sativa.

Os genes candidatos VuSDGs e VuJMJs que atenderam aos dois critérios de
classificacdo descritos em ‘a’ e ‘b’ foram considerados como bona-fide VuSDGs e
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VuJMJs. J& os genes que apresentaram divergéncia entre as classificacbes foram
classificados como ‘deconhecidos’ (UNK) e retirados das analises posteriores.

Para identificar os residuos de aminoécidos conservados nos dominios SET e
JmjC das proteinas VuSDGs e VuJMJs, respectivamente, um segundo alinhamento foi
realizado via ClustalW, utilizando somente a sequéncia dos respectivos dominios
cataliticos das proteinas analisadas, bem como de A. thaliana. Tal alinhamento foi
visualizado através da ferramenta Jalview 2 [36].

2.1.3 Caracteristicas dos genes VuSDGs e VuJMJs

Para a caracterizagdo dos genes VuSDGs e VuJMJs, o Genestats script
(https://gist.github.com/darencard/fch32168c2430b92734e85c5f8b59alc3), foi utilizado,
analisando os seguintes parédmetros: (1) comprimento da sequéncia transcrita; (2)
namero de éxons; (3) comprimento total da sequéncia dos éxons; (4) nimero de introns;
(5) comprimento total da sequéncia dos introns; (6) nimero de CDS; (7) comprimento
total da sequéncia CDS; (8) numero de sequéncias 5° UTR; (9) comprimento total da
sequéncia 5° UTR; (10) numero de sequéncias 3 UTR e; (11) comprimento total da
sequéncia 3' UTR. O numero de dominios das familias analisadas foi anotado de acordo
com a identificagdo realizada pelos bancos de dados Pfam e Conserved Domain
Database, bem como pela ferramenta SMART (item 2.1.1).

As caracteristicas estruturais dos VuSDGs e VuJMJs foram graficamente
representadas pelo site Gene Structure Display Server (GSDS 2.0)
( http://gsds.cbi.pku.edu.cn ) [37].

2.1.4 Propriedades proteicas e predicao da localizacdo subcelular

O peso molecular (MW) e o ponto isoelétrico (pl) para todas as proteinas VuSDGs
e VuJMJs codificadas no genoma do feijao-caupi [32] foram preditos usando a
ferramenta online JVir Gel [38]. A localizacao subcelular das VuSDGs e VuJMJs foram
determinadas mediante ferramenta CELLO [39].

2.1.5 Mecanismos de expanséao dos genes VuSDGs e VuJMJs

Os mecanismos de duplicacdo associados a expansdo das familias génicas aqui
analisadas foram determinados via software MCScanX [40]. Os seguintes mecanismos
foram categorizados: duplicacdo dispersa, em tandem, proximal, segmental (ou
WGD/segmental). Genes que ndo apresentaram copias duplicadas foram categorizados
como singletons.

2.1.6 Taxas de substituicbes sindnimas (Ks) e ndo-sinbnimas (Ka) para genes com
origem de duplicacdo WGD/segmental

A pressdo de selecdo entre os eventos de duplicacdo WGD/segmental foi
determinada pela razdo Ka/Ks. O software ClustalW 2.0 [33] foi utilizado para alinhar
as sequéncias completas de genes codificadores de VuSDGs ou VuJMJs com
duplicagdo WGD/segmental. Em seguida, as taxas de Ka e Ks foram calculadas com
base na tabela do codigo genético via método Nei — Gojobori (modelo Jukes-Cantor)
implementado no MEGA 7 [35].

A razéo Ka/Ks ¢ um indicador da pressao de selecdo em genes ou regides génicas.
Se o valor for inferior a '1', os pares de genes duplicados podem estar submetidos a
selecdo purificadora (também chamada de selecdo negativa; resulta na conservagéo da


http://gsds.cbi.pku.edu.cn/

97

sequéncia de aminoacidos). Se a razdo Ka/Ks for igual a '1', significa que a selecdo é
neutra (auséncia de selecao). Adicionalmente, se essa razdo for maior que '1', significa
que a selecdo € positiva (o0 que leva ao surgimento de diferentes peptideos).

2.1.7 Ortologia dos loci de VuSDGs e VuJMJs em diferentes espécies de Viridiplantae

Para a identificacdo da ortologia, foram utilizadas informag6es disponiveis na base
de dados Phytozome (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html). Na secéo
PhytoMine (interface InterMine alocada na base de dados Phytozome), foi criada uma
query, em forma de lista, com as identidades dos genes analisados em relacdo a 93
genomas montados e anotados para 82 espécies de Viridiplantae. O resultado foi gerado
pelo software InParanoid [41].

2.1.8 Mineracdo e identificacdo de elementos cis-regulatérios candidatos

Sequéncias de regides promotoras (1.0 kb) de genes codificadores de VuSDGs e
VuJMJs  foram obtidas no banco de dados Phytozome v.12.1.6
(https://phytozome.jgi.doe.gov), via APl (Application Programming Interface).

Os motivos (elementos cis-regulatérios candidatos, ou CCRES) em cada promotor
foram minerados via software MEME v5.0.3 (http://meme-suite.org/tools/meme) [42].
Para essa mineragdo dos CCREs, o modo classico foi utilizado. Para cada motivo
identificado, ha um e-value correspondente. No presente trabalho, o e-value < 102 foi
usado como ponto de corte para a caracterizagdo de bona fide CCREs. O numero
maximo de motivos analisados foi 10, contendo entre seis a 50 nucleotideos de
extenséo.

Para designar um determinado fator de transcricdo (TF) aos bona fide CCREs
minerados, o software TomTom v4.11.2 (http://meme-suite.org/tools/tomtom) [43],
acoplado ao banco de dados JASPAR (file: JASPAR2018 CORE_plants _non-
redundant), foi usado. Tal banco de dados apresenta informacGes sobre perfis de ligacao
de fatores de transcricdo a CCREs experimentalmente validados. O software TomTom
alinha os CCREs identificados pelo software MEME contra CCREs anotados da base de
dados JASPAR. Os alinhamentos foram avaliados por meio dos critérios estatisticos p-
value (cut-off < 10 e g-value (false discovery rate, FDR cut-off < 10?). As
identidades dos TFs associadas aos bona fide CCREs foram relacionadas ao melhor
alinhamento obtido (best-hit).

2.2 Transcriptébmica
2.2.1 Material bioldgico, desenho experimental e aplicacdo do estresse
2.2.1.1 Ensaio de desidratacdo radicular

Sementes de V. unguiculata cv. Pingo de Ouro (tolerante ao déficit hidrico e a
seca) [44,45] foram tratadas com Thiram (tetramethylthiuram disulfide) a 0,05% (w/w)
e germinadas durante dois dias, sob condigdes controladas de temperatura (25 °C £ 1
°C) e de unidade relativa (65% * 5%). Apoés isso, as mudas foram transferidas para um
sistema hidroponico [46], contendo solucdo nutritiva aerada e balanceada com pH 6,6
[47]. As plantulas foram colocadas em suportes, de modo que as raizes das mudas
ficassem completamente imersas na solugé@o hidroponica. As plantulas foram cultivadas
por trés semanas (estdgio de desenvolvimento V3) em casa de vegetacdo, sob
fotoperiodo natural de aproximadamente 13/11 h de ciclo claro/escuro, temperatura de
30 £ 5 °C e 60 + 10% de umidade relativa. Apds esse periodo, o tratamento de
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desidratacéo da raiz foi iniciado, retirando-se a solucgdo nutritiva das plantas tratadas. As
raizes foram coletadas apds 25 min (RD25), 75 min (RD75) e 150 min (RD150) apos a
remocdo da solugdo. O tecido foi imediatamente congelado em nitrogénio liquido e
armazenado a -80 °C, até extracdo do RNA. Cada acesso submetido ao tratamento
continha seu respectivo controle negativo (Cont.25 'e Cont.150'), o qual foi mantido em
solucdo nutritiva e posteriormente coletado. Foi realizado delineamento experimental
fatorial (cultivar vs extensdo do periodo de desidratacdo da raiz) com trés RBs por
condicdo analisada. Cada réplica biolégica (RB) foi composta por dois individuos.

A partir de analises fisioldgicas (dados ndo publicados), os contrastes de expressao
‘RD25 vs Cont.25 (T25) e ‘RD150 vs Cont.150° (T150) foram selecionados para a
construgéo das bibliotecas de RNA-Seq.

As sementes do genotipo 'Pingo de Ouro' do feijao-caupi (ID: Pingo_de Ouro_
1 2) foram formalmente obtidas do ‘Banco Ativo de Germoplasma de Feijao-caupi’ do
Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA; Recife - Pernambuco - Brasil). O Prof. Dr.
Antonio Félix da Costa (IPA) foi o responsavel por identificar a espécie/gendtipo.

2.2.1.2 Ensaio de injuria mecanica e inoculacao viral

O experimento envolveu injdria mecanica seguida de inoculagdo com os virus
CABMYV (Cowpea aphid-borne mosaic virus) ou CPSMV (Cowpea severe mosaic
virus), em condicGes controladas, em casa de vegetacdo no IPA. Para o ensaio com
CABMYV, foi utilizado o gendtipo resistente IT85F-2687 [48,49]. Ja para o ensaio com
CPSMV, foi utilizado o gendétipo resistente BR-14 Mulato [50]. O procedimento
experimental para ambos os ensaios foi conduzido isoladamente, utilizando os mesmos
processos e desenho experimental. Os acessos foram semeados e cultivados por 21 dias
(estagio de desenvolvimento V3), sob fotoperiodo natural e temperatura variando entre
28 a 32 °C. Para a inoculacgdo viral, as folhas componentes dos trifélios mais jovens
foram previamente submetidas a injaria mecanica com carborundum (carbeto de
silicio), o que permitiu a penetracdo do virus no interior do vegetal. Posteriormente, foi
aplicado o ino6culo viral nos respectivos gendtipos. Cada tratamento continha seu
respectivo controle negativo (sem injdria mecanica e sem indculo viral). As coletas
foram realizadas em dois tempos distintos apds o tratamento injaria mecanica |
inoculagéo viral: 60 minutos e 16 horas. Ao final de cada tempo, os tecidos foliares dos
tratamentos e respectivos controles foram, imediatamente, coletados e congelados em
nitrogénio liquido. Posteriormente, foram armazenados a -80 °C, até extracdo do RNA
total. O desenho experimental executado foi do tipo fatorial (cultivar vs extensdo do
periodo de inoculacdo), com trés RBs por condicdo analisada, sendo cada RB composta
por cinco plantas. Cada tratamento foi realizado em area isolada, a fim de evitar o
impacto dos compostos volateis utilizados para comunicacdo entre as plantas. As
sementes dos genotipos 'IT85F-2687' e 'BR-14 Mulato' do feijao-caupi foram
formalmente obtidas do '‘Banco Ativo de Germoplasma de Feijdo-caupi’ do IPA. O Prof.
Dr. Antbnio Félix da Costa (IPA) foi o responsavel por identificar a espécie/gendtipo.

A expressdo génica diferencial dos dois ensaios apresentados neste item ocorreu
em resposta a uma combinacdo de dois estresses: injuria mecéanica e inoculagéo viral.
Os virus de plantas séo incapazes de iniciar um processo infeccioso sem auxilio de uma
injaria mecanica inicial, seja oriunda de um organismo vetor ou oriunda de praticas
agricolas, por exemplo. Segundo [51] os virus que infectam vegetais ndo possuem
receptores celulares especificos, diferentemente dos bacteriéfagos e de virus que
infectam animais. Assim, o conjunto ‘injdria mecénica e inoculagdo viral' visa simular o
processo infeccioso em um ambiente natural.



99

2.2.2 Bibliotecas de RNA-Seq: sintese e sequenciamento

O RNA total foi isolado utilizando o kit ‘SV Total RNA Isolation System’
(Promega, US), seguindo as instrucfes do fabricante. A concentracdo e a qualidade do
mesmo foram avaliadas por meio NanoDrop, gel de Agarose (1,5%) e pelo ‘Agilent
2100 Bioanalyzer’ (Agilent Technologies, EUA). Apenas as amostras de RNA com
integridade (RIN) > 8,0 foram sequenciadas. O kit ‘RNAm TruSeq® Stranded LT-Set
A’ (RS-122-2101) (Illumina, San Diego, CA, EUA) foi utilizado para purificacdo do
RNA mensageiro (mMRNA) e para a construcdo de bibliotecas de DNA complementar
(cDNA), de acordo com as instrucdes do fabricante. Reads paired-end, com extensdo de
100 pb, foram geradas via sistema Illumina HiSeq 2500, empregando-se 0s seguintes
kits: ‘HiSeq® Rapid PE Cluster Kit v2’ (PE-402-4002); ‘SBS Kit v2’ (200 Cycle; FC-
402-4021); e ‘TruSeq® Stranded mRNA LT - Set A’ (RS-122-2101). O
sequenciamento dos transcriptomas dos trés gendtipos de feijao-caupi foi realizado no
Centro de Genémica Funcional da Universidade de Sdo Paulo (Séo Paulo, Brasil).

2.2.3 Montagem das bibliotecas de RNA-Seq e analise de expressao diferencial

A montagem das bibliotecas de RNA-Seq sequenciadas para os diferentes ensaios
seguiu o paipeline adotado por [52]. Para andlise de expressdo diferencial, também,
executada via pipeline anteriomente mencionado [52], adotou-se o seguinte critério: —1
> log2FC > 1, p < 0.05, and FDR < 0.05.

2.2.4 gPCR: setup, andlises de eficiéncia e expressao relativa

Para avaliar, adicionalmente, a precisdo dos dados de RNA-Seq, transcritos
VuSDGs e VuJMJs diferencialmente expressos, foram selecionados para analise via
gPCR. Trés repeticGes bioldgicas e trés técnicas foram usadas por amostra analisada,
visando garantir a confiabilidade estatistica do processo. Os pares de primers foram
desenhados usando-se o software online Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/),
com 0s seguintes parametros: temperatura de anelamento de 57 - 63 ° C (6timo de
60°C), extensdo do primer de 18 - 22 pb (6timo de 20 pb), contetdo de GC de 45-55%
(6timo de 50%) e extensdo do amplicon de 100 - 200 pb. Com base nesses critérios, foi
possivel desenhar 15 pares de oligonucleotideos iniciadores, sendo sete referente a
transcritos VuSDGs e oito transcritos VuJMJs (Tabela S1). As reacdes de gPCR foram
realizadas em placas de 96 pocos e termociclador LineGene 9660 (Bioer), utilizando o
método de SYBR Green de deteccao.

Aliquotas da mesma amostra de RNA total enviada para sequenciamento das
bibliotecas de RNA-Seq foram empregadas nesta etapa. A possivel contaminacdo com
DNA gendmico (gDNA) foi eliminada por digestdo com 'DNase | livre de RNase'. A
concentracédo e a qualidade do RNA foram avaliadas, respectivamente, utilizando-se o
espectrofotdbmetro NanoDrop 2000c (ThermoFisher Scientific) e eletroforese em gel de
agarose 1% (p/v) corado com Blue Green (LGC, Sao Paulo, Brasil), respectivamente.
Para cada amostra estudada, 0 RNA total (1 pg) foi transcrito de forma reversa, gerando
cDNA, usando-se o kit ‘GoScript ™ Reverse Transcription System’ (Promega), com
iniciadores oligo (dT) e seguindo as recomendacGes do fabricante. Configuracdo de
gPCR, ciclagem de PCR, ensaio de eficiéncia de amplificacdo e analise de curva de
melting foram realizados de acordo com [53].

A eficiéncia de amplificagio (E = 10( !/slope of the standard curve)) “nara todos os pares de
oligonucleotideos iniciadores implementados, foi determinada a partir de uma curva
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padrdo de quatro pontos gerada por diluicbes seriadas (10 x cada) de cDNA, em
triplicatas técnicas. As inclinacdes da reta da curva padrdo no intervalo de -3,58 a -3,10
foram consideradas aceitaveis para o ensaio. Esses valores de inclinagdo de reta estdo
correlacionados com eficiéncias de amplificacdo entre 90 % (E = 1.9) e 110 % (E =
2.1).

Os genes “Actina”, “Enzima Conjugadora de Ubiquitina E2 Variante 1D foram
selecionados como genes de referéncia para normalizacdo dos dados de desidratagédo
radicular de gPCR. Esses genes foram indicados a partir de testes realizados por [53]
para a mesma cultivar, tecido e condi¢do. “F-box protein” e “Uniquitina 10” foram
selecionados como genes de referéncia para normalizacdo dos dados de injuria
mecanica seguida de inoculacéo viral de gPCR. Esses genes foram selecionados a partir
de testes realizados pelo grupo (dados ndo publicados) para as mesmas cultivares,
tecidos e condigoes.

O software Rest2009 (modo standard) foi usado para analise de expressao relativa
dos transcritos alvos analisados. Tal software baseia seu desempenho em comparagoes
pareadas (do transcrito alvo e genes de referéncia nas condic@es tratadas e controles),
usando técnicas de randomizacdo e bootstrapping - Pair-wise Fixed Reallocation
Randomization Test© (REST, 2009) [54]. Utilizou-se teste de hipotese (p < 0,05) para
determinar se as diferengas na expressao dos transcritos alvos nas condicGes controle e
tratadas foram significativas.

3. Resultados

3.1 Genbmica
3.1.1 Identificacdo e classificacdo de VuSDGs e VuJMJs no genoma do feijao-caupi

Quarenta e sete genes codificadores de metiltransferases de histonas (denominados
VuSDGs) foram identificados no genoma do feijao-caupi. Todos os VuSDGs incluiram
o dominio catalitico SET (PF00856). Com base na identificacdo de dominios
especificos (AWS, WIYLD, Pré-SET, PHD, PWWP, FYRC, FYRN, P6s-SET, Zf-CW,
CXC, SANT) e seguindo a classificacdo de A. thaliana (Ng et al., 2007), os 47 VuSDGs
foram classificados em sete classes distintas: 1 — Il — 1l1 — IV — V- VI - VII (Tabela S2).
A classes V e VII foram a mais abundantes no genoma do feijao-caupi, com 11 e 10
genes, respectivamente.

As informagdes especificas para os 47 VuSDGs, incluindo seus IDs, classificacéo,
extensdo em nucleotideos, extensdo da cadeia polipeptidica, bem como pontos
isoelétricos (pl), peso molecular (MW) e localiza¢do subcelular estdo apresentadas na
Tabela S3. As 47 proteinas VuSDGs apresentaram diversidade estrutural entre si. Os
seus respectivos tamanhos variaram de 310 a 2387 aminoacidos. Os pls das VuSDGs
variaram de 4,34 a 9,28, com MWs variando de 34,59 a 169,07 KDa. Quanto a
localizagdo subcelular, foi possivel identificar a distribuicdo das VuSDGs em seis
compartimentos celulares distintos: cloroplasto (uma VuSDGSs), mitocondria (uma),
extracelular (duas), membrana plasmatica (trés), citoplasma (quatro) e nucleo (36)
(Tabela S3).

Além do quantitativo exposto para VuSDGs, foi possivel identificar 26 genes
codificadores de demetilases de histonas. Tais genes foram descritos como VuJMJs e
nomeados com base nas suas respectivas classes (Jmj-only, KDM3-5, PKDM8-9 e
JMDJ6). A classificagdo de todos os VuJMJ foi baseada na identificagdo de dominios
especificos (JmjN, Zf-C5HC2, JmjC, FYRC e FYRN), sendo a classe KDM3 a mais
abundante no genoma do feijdo-caupi, com nove genes. Ja a classe JMJD6, foi a menos
representada, com apenas dois genes (Tabela S4). Todas as proteinas VuJMJ
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compartilharam um dominio catalitico JmjC (PF02373). J& o dominio JmjN foi
identificado em 11 das 26 VuJMJs, sendo observado em todos os membros das classes
KDMS5, PKDM8 e PKDM9. Um dominio de dedo de zinco, zf-C5HC2, foi identificado
em todos os membros da classe PKDM8 e na maioria dos membros de KDM5. Os
membros da classe Jmj-only apresentaram apenas um dominio JmjC em sua estrutura
proteica. Além desses dominios, FYRN e FYRC foram identificados na maioria dos
membros da classe KDM5. Todos os dominios identificados nas VuJMJs, bem como
sua classificacao, estdo detalhadamente descritos na Tabela S4.

As 26 proteinas VuJMJs apresentaram de 413 a 1832 residuos de aminoacidos. Os
pls variaram de 4,93 a 8,9, enquanto os MWs variaram de 46,05 a 179,1 KDa. Assim
como VuSDGs, as VuJMJs estdo distribuidas em sua maioria no nucleo (19). Ja as
demais VuJMJs tiveram enderecamento celular para cloroplasto (uma), mitocéndria
(uma), membrana plasmatica (uma) e citoplasma (quatro) (Tabela S5).

De acordo com a andlise fenética - incluindo as sequéncias proteicas das VuSDGs e
de A. thaliana (AtSDGSs), bem como de Oryza sativa (OsSDGs) - os membros de
VuSDGs foram agrupados em 10 grupos distintos correspondentes as sete classes de
metiltransferases de histonas (Figura 1A). Essas classes foram designadas em nimeros
romanos de | a VII. A classe 111 foi dividida em dois grupos, sendo um identificado com
uma sequéncia de VuSDGs (VuSDGIII.6) e um homdlogo de OsSDGs. O grupo
correspondente a classe Il foi formado, por sua vez, a partir de sequéncias AtSDGS e
OsSDGs, bem como os membros VuSDGs identificados anteriormente. J& a classe VI
foi dividida em trés grupos distintos, sendo dois formados apenas por membros
OsSDGs e VuSDGs. Assim, foi possivel validar a classificagdo dos membros VuSDGs
previamente realizada a partir da identificacdo de dominios especificos. O gene
VuSDGIIL5 foi identificado juntamente com homdlogos OsSGDs e AtSDG da classe
IV. Contudo, na caracterizacdo de dominios, esse gene foi previamente identificado
como membro da classe Ill. Por apresentar dominios especificos da classe Ill, nos
classificamos o gene VuSDGII1.5 como membro dessa classe (Figura 1A).
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Figura 1. Arvores fenéticas - obtidas a partir do método de Neighbor-Joining - geradas a partir das sequéncias das proteinas SDGs (A) e JMJs (B) de
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bootstrap (1000 repetigdes).
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A andlise fenética para as demetilases de histonas, incluindo as sequéncias das
proteinas VuIMJs e de A. thaliana (AtJMJs), bem como de O. sativa (OsIMJs),
permitiu classificar os membros VuJMJs em oito grupos abrangedores de cinco classes
de demetilases de histonas (Figura 1B). Essas classes foram designadas como: Jmj-only
(correspondente as classes PKDM11-12-13 em A. thaliana e O. sativa); KDM3;
JMJD6; KDM5; PKDMS8; e PKDMO9. A classe Jmj-only, com membros que apresentam
apenas o dominio JmjC, encontra-se subdivida em PKDM11, PKDM12 e PKDM13 em
A. thaliana e O. sativa. Essa classe Jmj-only foi dividida em dois grupos na arvore
fenética. Um grupo foi formado pelo membro VuJMJ_Jmj-only.4, em conjunto com
homologos de AtJIMJ e OsJMJ da classe PKDM11. J& o segundo grupo foi formado
pelos membros VuJMJ_Jmj-only.2, VuJMJ_Jmj-only.3 e VuJMJ_Jmj-only.5, bem
como membros AtIMJ e OsJMJ pertencentes as classes PKDM12 e PKDM13. A classe
KDMS5 também foi dividida em dois grupos, ambos formados por membros VuJMJ.
Assim, foi possivel confirmar a classificacdo dos membros VuJMJs previamente
realizada a partir da identificacdo de dominios especificos. O gene VuIMJ_PKDM8.3
foi identificado juntamente com homologos OsSGDs e AtSDG da classe KDMS5.
Contudo, na caracterizacdo de dominios, esse gene foi anteriormente classificado como
membro da classe PKDMS8. Por apresentar dominios especificos da classe PKDMS,
classificamos o gene VuJMJ_PKDM8.3 como membro dessa classe (Figura 1B).

Os 47 VuSDGs foram ancorados em todos os 11 cromossomos do feijao-caupi,
distribuidos de maneira heterogénea (Tabela S6; Figura 2). Alguns loci foram
ancorados nas regides terminais dos cromossomos 2, 3, 4, 6 e 7, como VuSDGV.5,
VuSDGVII.2, VuSDGII.4, VuSDGVII.3 e VuSDGVII.6, respectivamente. Além disso,
dois loci foram ancorados na regido pericentromérica dos cromossomos 4 e 7
(VuSDGVII.7 e VuSDGV.7, respectivamente). Ja os 26 VuJMJs foram ancorados em
oito dos 11 cromossomos do feijdo-caupi, ndo sendo observados nos cromossomos 4, 5
e 8 (Tabela S7; Figura 2). Todos os VuJMJs encontraram-se desigualmente
distribuidos ao longo dos cromossomos de V. unguiculata. Quatro loci
(VuIMJ_KDM3.8, VuJMJ_KDM3.7, VuIMJ_KDM3.4 e VuJMJ KDM3.1) foram
ancorados nas regifes terminais dos cromossomos 3 e 7. Além disso, o locus
VuJMJ_PKDM9.4 foi ancorado na regido pericentromérica do cromossomo 9.
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Figura 2. Distribuicdo cromossdmica dos loci VuSDGs e VuJMJs no genoma do feijao-caupi. As posi¢des dos genes em questdo estdo indicadas ao
longo dos cromossomos, em tragos e nomes em vermelho (VuSDGs) e em azul (VuJMJs). Os centrdmeros dos 11 cromossomos de V. unguiculata estao
representados por circulos em vermelho escuro. O tamanho de cada cromossomo esté de acordo com a escala lateral esquerda, em Mb.
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3.1.2 Estrutura dos genes VuSDGs e VuJMJs

Para a compreensao das caracteristicas estruturais dos genes VuSDGs e VuJMJs, 12
pardmetros foram analisados (Tabela S8-9). As estruturas génicas (introns, CDS e
regides UTR) dos 47 VuSDGs e 26 VuJMJ estdo representadas esquematicamente na
Figura 3. Esta secdo abordard o numero de éxons, introns e dominios, 0s quais sdo
considerados mais informativos biologicamente.

Os genes VuSDGs apresentaram estruturas heterogéneas, com numero de éxons
variando de um a 26 e introns de zero a 25 (Tabela S8; Figura 3A). Somente 0s genes
VuSDGVI.2 e VuSDGV1.6, ambos pertencentes a classe VI, ndo apresentaram introns,
sendo formados apenas por um éxon. Na estrutura dos genes VuSDGs, observou-se
variacdo de um a sete dominios, sendo os genes das classes | e 1V invariaveis, com
nlmeros constantes de quatro e dois dominios dentro de suas classes, respectivamente.
As classes 11 (dominios 2-7, éxons 2-26 e introns 1-25) e VI (dominios 1-5, éxons 1-20
e introns 0-19) foram as mais variaveis. Variacdes no nimero de dominios, éxons e
introns para os membros da classe IV ndo foram, contudo, observadas.

No que tange aos genes VuJMJs, houve variacdo no nimero de éxons (2-33), de
introns (1-32) e de dominios (1-5) (Tabela S9; Figura 3B). Todos os genes VuJMJs
apresentaram pelo menos um intron em suas estruturas génicas, sendo as classes Jmj-
only, JIMJD6 e KDM5 as mais varidveis, com numeros de introns variando entre 3-12,
1-15 e 11-32, respectivamente (Figura 3B). De maneira geral, foi observada uma
conservagdo de estruturas entre 0s genes pertencentes a uma mesma classe. A classe
PKDMS, por exemplo, apresentou estrutura génica conservada entre todos os membros,
com 11 éxons, 10 introns e trés dominios.



Classification Gene Name

Classe I

Classe II

Classe III

Classe IV

Ul'!I*IWII

Classe V

Classe VI

Classe VII

B.

Classification

JmJ-only

KDM3

KDM5

VulMIs

i

JMID6

PKDMS3

PKDM9

VuSDGI.2
VuSDGI 3

VuSDGIL3
VuSDGIL4

VuSDGIIL3
VuSDGIIL4

VuSDGIV.1
VuSDGIV.2

VuSDGV.5
VuSDGV.6

VuSDGVIL2
VuSDGVL3

VuSDGVIIL.1
VuSDGVIIL.2

Gene Name
VuIMJ JmJ-only.1
VuIMJ_JmJ-only.3

VuIMJ_KDM3.2
VuIMJ_KDM3.3

VulMJ KDMS5.1
VulMJ KDMS5.2

VulMJ_JMID6.1
VuIMJ_JMID6.2

VuIMJI_PKDMS.1
VuIMI_PKDMS.3

VuIMI_PKDM9.3
VuIMJI_PKDM9.4
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Figura 3. Estruturas génicas de uma amostra de genes VuSDGs (A) e VuIJMJs (B). Diferentes
classes de VuSDGs (A) e VuIMJs (B) estdo identificadas em retdngulos a esquerda e separadas
por linhas pontilhadas em cinza claro, sendo cada cor correspondente a uma classe especifica.
CDS, UTRs e introns estéo representados por retangulos verdes, retdngulos vermelhos e linhas
pretas, respectivamente. A amostra de genes plotada foi escolhida aleatoriamente para
representar todas as classes de VuSDGs e VuJMJs encontradas no genoma de V. unguiculata.
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3.1.3 Residuos de aminoacidos conservados nas proteinas VuSDGs e VuJMJs

A composicdo dos residuos de aminoacidos dos dominios SET e JmjC foi
identificada em todas as proteinas VuSDGs e VuJMJs, respectivamente. Esses dominios
foram conservados na maioria dessas proteinas. O dominio SET, apresentou quatro
motivos de residuos de aminodcidos conservados. Esses motivos foram nomeados de
acordo com a nomenclatura estabelecida por Cheng et al. (2005), sendo eles: SET 1)
Gly-185 e Gly-186; Set Il) Tyr-203 e Gly-205; SET I1l) Arg-298, Phe-299, Ile-300,
Asn-301, His-302, Cys-304, Pro-306 e Asn-307; SET 1V) Glu-342, Leu-343, Asp-345 e
Tyr-346 (Figura 4). A maioria das proteinas VuSDGs apresentaram conservacao dos
residuos especificos. No entanto, os motivos SET | e SET Il ndo foram identificados nas
proteinas das classes VI e VII. Além disso, 0 motivo IV encontrou-se incompleto para
maioria dos membros das referidas classes.

Motif SET I Motif SET II Motif SET III Motif SET IV
Lhd Dominio SET Lhd

v . 18y ¥, 193 . PV | 213 . 785 X 205 YYYYY =¥Y 338 Yy e
VuSDGI.1 QRILLAKSDVAGWSAF LKNPVNKNDYLGEYTHEL | SHREADKRGKI YD RAYVLDAYRKGDKLKF ANEES NENC Y FRkenloasEBUr Y- - . . .
VuSDGI.2 QRVLLGRSDVSGWGAFLKNSVGKHEYLGEYTBEL | SHREADKRGK I YDRIQF VLDAYRKGDKLKFANHSPDOPNCY/I FAKERICABEELF Y - .
VuSDGI.3 ERILLAKSNVAGWGVFAKNP INKDACLGEYTGEL I THREAEKRGKLYNRKWV IDARRYGDKLKF ANHS s KPNC IYhKENIKVﬁDﬁ\LY-
VuSDGI4 ERILLAKSDVVGWGAF AKNP I KKNVCLGEYKBEL | PPKEAEKRGKLYDRQWY I DAHRLGD KL KF ANMMSS KPNCY|I YAKENEABDE I FY-
VuSDGH.1 KIKIVKTEH - COWGVEAAET IDKGGF IVEY IBEVIDDALCEKRLWOMKYDF TIDATFKGNTSRFLMASCoPNCVVFAARSIQSBEPETY -
VuSDGH.2 SLRWFKCGK- KBYGLKALGNVAKGQFL | EYVBEVLDOMOTYEARQREYALISEVIDASAKGNLGRF | SCOPNCRILFALRDIKQDEELTF -
VuSDGH.3 KTKLFKTEG- RGWGLLADEDLKAGQFVIEYCBEV | SWKEAKRRSQAYDDISESIDATRKGSLARF | s QFHCEIFAKHDIP\&TELAY-
VuSDGH.4 KMKLVQTEK-CGS6 I VADED IKHGEFVIEYVBEVIDDRTCEERLWNMKHDMY IDATYKGNKSRY | SCCPNTE[IFATRDIIQKBEHLETY -
Vu SDGN.1 ERVCFGRSG | HGWGLFARRNIQEGEMVLEYRBEQVRRS | ADLREARYR-[EVVVDATDKGN | ARL | EqMFHC L\hKTIVSAdDELTY-
VuSDGN.2 KRLAFGKSRIHGFGIFAKHPHKGGDMVIEYTGELVRFPIADRREHF IYNERVIDATRAGS | AHL | SCAPNC IFAKRDlLKu\gEEI.TY»
VuSDGN.3 LRVCFGKSG | HGWGLFARRNILEGEMVVEYRBVNVRRSVADLREAKYR -[EVVVDATHVGH | ARL | SCMPNCYIL | AKTNVSABEELTY -
Vu SOG4 QRVCLGKSG | HOBWGLFARRDLOEGEMVVEYRBEQVRRS IADLREAKYR-|[EVMIDATDKGN IARI | s MF"EFL\hKIN!SAOEELTY—
Vu SDGN.§ < LVVYKSRIHALGLYTSRF ISRGEVVVEY IBE I VGLRVADKREKDYQ-[EH| IDATRKGG | ARFVMNSELPNC FFAERDlFPOEi\TY—
Vu SDGN.6 KRLRFORSKIHDWGLVALEPIEAEDFVIEYIBEL IRPRISDIRERQYE-[GYVVDATKRGG | ARF | SCOPNC IYhKRHIkAﬁE I TY -
Vu SDGN.7 RVKIVRHRR - KEWGLHADQL | AKGEFVFEYABELLTTKEAQRRHQYYD-IRLNIDATRLGN | ARF VIS DAGNL’FASKDILVPDELTFS
VuSDGIV. 1 PPFMVIYDSCQGYTVEADDL IKDMT IVAEYCGDVDYLHNRERD - DCDS SLVICABKRGNIARF\SGINNHTQELVbTRDIYKBERLVY-
VuSDGIV.2 PPLMVVFDPLEGF TVEADRP IKDLTI ITEYVEDVDFLKNREND-DGDS I|[TLVICPDKRSHNIARF ING INNHTQELVSNRDISKEERLYY -
VuSDGV.1 RLEVFRTAK- KGWAVRSWDF IPSGAPVCEYTGILGRTEDMD I VLENNY I|[EFCIDAGSTGN | ARF | NBcBEPNLFILFBADNIPPLOELTY -
VuSDGV.2 RLEVFRSLQ-TSWGVRSLDLIQAGTF ICéFA.VVLTREQADLFAMN- - -|[DFSLDVSTMRNVACY | SHSSSPNVLILFAMENIPPMRELSL -
VuSDGV.3 KLEVFKTEK- KGBWAVRAGEAILRGTFVCEY IBEVLDVKEAHDRRRSYGTAYVIDATKFGNVSRF | EgTFIlL F YANRD|IALBEELTY -
VuSDGV.4 QLEIFKTQS- RGWGVRSLSSIPSGSY ICEYIBELLEEKEAELRAGNDE -|[GF TIDAAEFGN IGRF | SCSPN! |FFAADNIPPLOELTY -
VuSDGV.§ RMEVFRSRE- TGWGVRSLDL IQAGAF ICEYTEVVLNREQAELLSMN - - -|DFALDVSRMRNVACYMSHSS TENVLILFAMENIPFPMRELSL - .-
VuSDGV.8 QMEVFKTKD - RGWGLRS IDP IRAGTF | CEYABEV I DRAKVYKNGG - - - -[PL11SSKIFGNVARYMIMSESENVFF FALRHIPFMVELTY - - - - - -
VuSDGV.7 KLGVFFTSEGKGWGLRTLEDLPKGAFVCéFV.E\LSIKELHERNMK' --[ALCLDSASFGNIARF | REFDANLIFFTSRKIAALEELTWVSKLASD
VuSDGV.8 RLEVYKTKN - KBWALRSWDAIRAGSF ICEYABEVIDSARVEEELGGD- -[PLYISAINEGNVARFMNNS sp][ervE\RHlPPMMELTY rrrrrr I+
VuSDGV.9 KLQVFL'ISDGKG\M&LRTLEBLPKQTFVC%FVOE\LTLNELHERNMK— - |JALELYAASYGNVARF | RELDANLIFFATRKIFAAQEEETW-
VuSDGV. 10 KLOVFLTREGKGWGLRPLEDLPKGTFVCEYVBE ILTNMELYDRIMH: - -|JALCLDATYNGNVGRF | REYDANLFFTNRNVSAYEELTW-
VuSDGV. 11 QLEIFMTEQ- KBWGVRTRSFIPCOGSFVCEYIBE INDYMEARWRLDSD - -[KVF INASKFGNVGRF | S SFIILRLFAVKDI—ILPAQKELSY
WuSDGVI.Y - s s YRKGLGVVCNKEEGFAEDDFVVEFLGEVLVVVDAMHMANYASR | CHSERPNCE|I YSVRKIIQNGEE | TFD - -
VusoGw.2 ~KCPR--TRGLINR-LSSGENEEQLEVPDVGLFRPESVEKDGEVE NDCYGVGLWLLPSLI SCCPNARVHASKDLKABEEVTFA- -

VuSDGVL3 B T Tk I RSVRAYG | YPYASFFMHDELENACH RMIHDVPOGRE ICLS - -

VuSDGVLY <. IAVFDPTFSWINH-SCS PNACYRF ILSSHSD-E - QMG SGGVEVSSNE- . - - FADEURS\KKITKKOE VTVA. -
WSDBWS - o cctcsccciaansasnatanacsaannananstoanasannsonnasfaaaas enavyiLPsFEylloEoPNanL <AL rDllbEGEELRIC - -
VuSDGVLE FOQHPPERQVAARF IVASHNLFLRSPSELHTLLSLHGTPDSA I FDAAKFIARS IKAYA I YPKATEF NBD vpuacmusnvm\j 1c1s. .
VuSDGWLT -PSIRLMVRLYLRRKLAODDKY IGSTAMDNYNLVEALVAHMSD I TEEELRPVGTGLYPVISI I NHSELENSVvREvaH TEVLIS. .
VuSDGWLE <. -ALGED- - - -- - TAFFPLOSCUMNNS cFllAKH!ausL RKGEEITIS- -
VuSDGWL9 RLELSHRYKHMSSESKLDSHIYAIVLLYCLOHSCGTMFSIDGVS | SQVVEQVRVGKA I YKAASLF NHSERENAH.- - - - - - vTagcollELsye -
VuSDGVIL1 - -DSTIYWSEEELS - ELKGTQLLNTTLSVKEYVKNEFRRLEEE! ILRLVVI - - -PLADL IMHSARVTTELRSPLSLKABDOVY Q- -
VuSDGWIL2 - - IFFPGED | KNLHYAPLLHQVNKRCR- - - - FLLDFEQEVKRAGDR IHIPMMLPL IOMCHHS - - - - - FlvvBeTallkeporliLs
VuSDGWIL3 LLYWSQAELDRYLEASQ IRERAIERINNVIGTYNDLRVRIFSHVALY- - - - - - PWADMLMHSEEVETF|- - - . - . aPBEQVF IS
Vu SDGVILS -~ SLLLASE-EELLELQDPNLASTIRKQQQ- - - “RALEFWHQEAN- - - ML IPYADML EFEFHcFuhGHR\IRKiDHMTVN
VuSDGVILS EKRALQVDEAVWVTEKA I LKAKSEWKESHALMEDLMF RPQFLTF KAWVWLLSHSS IHDTNLLNGGKN IMVDAEQF YARAHYKKBDQVLLC - -
VuSDGVILE ELEMIRPSSVYQET I DHKSQIEKDFLTIKRVFESFHLSFEDFTFKDFMHWGSTKGLAL IPFADFLIMDGLSEA I IADRDYAPBEQVLIR. -
VuSDGWL7 QLSVESPLLWSKSELD-YLLGSPIKDEVIERVEAIRKEYNELDTVWFMAFALY. - - - - - PLGPPLLSYQSNCKAL - - ... KABDP | VVW- -
VuSDGVILB QELRGTTLYRATELQKKSLLSLYETKVKD IVKKLLTLDGNSE IEVSFEDGETVWVEGLVPG I0FcllloL kB ATlLABasHLanpaBisIs- -
VuSDGVILS HELLCGTELHQTVQEDKAL | YEDWKENILFLLDLAFLKLNFKFFDLEQY/IVKEEEALAGNSSTOMIAS I DENVGMIMIKDVSSBTEVFNTYG -
VuSDGVIL10 SDSKFKIYFDTLPEKFNTGLSFSIEAITVLDBTLLLEE IMGARQHLHAQSDGKIKTCLIPIAGFLMSL CPHVMFCLSRPCKSGEECCLSYG -
AISDG19 RLEVFKTRN- RGWGLRSWDSLRAGSF | CEYAGEVKDNGHLRGNQ: - - - -[PLLISAKKFGNVARFMNHSEsPNVFIF FAMRHIPPMAELTY - - -
AISDG32 RLEVFKTAN- RGWGLRSWDAIRAGSF ICIYVBEAKDKSKVQQTM- JPLIISAKNVGNVARFMMHSESPNVFFFA I SHIPPMTELTY -
ALSDG1T HLEVFKTRN-COWGLRSWDP IRAGTF ICjFAOLFKTKEEV----E VLISAKEKGNVGRFWMMHSCSPNVFILFAMKHIPPMTELTY -
AsDG21 HLEVFKTSN- COWGLRSWDP IRAGTF ICEF TEBVSKTKEEV- -+ -E--- -[QVLISAKEKGNVGRFMEMENCWPNVF|LFAMKHIIPPMTELTY -
AtSDG3 RLEVFRSKE- TGWGVRTLDL IEAGAF I CEYABVVVTRLOAEILSMN - - -[DF SMDVSRMRNVACY I SHSKEPNVMLFALENISPLAELSL -
AISDG26 KTKL I KCEG- RGWGLVALEE | KAGQF IMEYCBEV | SWKEAKKRAQTYET|SEAIDATKKGSLARF |NMSERPNCE(I FAKES|I|SPRTELAY -
AtSDGT KMKL IQTEK- COS6 I VAEEE IEAGEF | | EYVBEVIDOKTCEERLWKMKHDMY IDATHKGNKSRY INBSCNENTO[I FATRG I KKBEHLTY -
AtSDG1 QRVLLG I SDVSGWGAF LKNSVSKHEYLGEYTGEL I SHKEADKRGK | YDRIQF VLDAYRKGDKLKFANHSPEPNCY|I FAKER|ILABEELFY-
AtSDGS KKILIGKSDVHGWGAF TWDSLKKNEYLGEYTBEL | THDEANERGRIEDRQLE IDARRKGNEF KFLMHSARPNCY|LFAERAIEEGEELFF -
AtSDG10 QRILLOKSDVABWOAFLKNSVSKNEYLOEYT@EL | SHHEADKROK | YDROYVLDAQRKGDKL KF ARBISAKENC Y| FENER(IEASEERF Y -
AISDG15 PPLVVVFDPLEGYTVEADGP IKDLTF IAEYTBDVDYLKNREKD - DCOS I[TLVICPDKFGN I SRF IMG I NNHNPVILVATRDISKBERLYY -
AIS0G34 PPLMVVFDPYEGF TVEADRF IKDWT | I TEYVBDVDOYLSNREDDYDGDSMCLY ICPORRSN IARF 1SG I NNHSPELVANRDIISKBERLYY -
AISDG14 FRVCFGKSG I HBWGLFARKS IGEGEMI IEYRBVKVRRSVADLREANYR-[EIVIDATDSGHN I ARL | SEMPNCYIL | AKTNVAABEELTY -
AISDG16 DRVCFGRSG | HOWGLF ARRN IQEGEMVLEYRBEQVRGS | ADLREARYR-[EVVVDATDKGN | ARL IMHSCTPNCYL | AKANVAVBEELTY -
AISDG29 ERVCFGRSG | HOWGLF ARRNIQEGEMVLEYRGEQVRG | | ADLREARYR-[EVVVDATEKGN | ARL | MHSCMPHNC YL | AKTTVASCEELTY -
AISDGIT <+ -PTIRLMVRLY | KRNLQNEKVLP ITTTDNYSLVEALVSHMSE I DEHELRPOG IGLFPLYS I INHSCSPNA vaMDN[Lstsgnls--
1 KRSVRAYG I YPKTSFFNHD LUACIFWHDVPE REVCLS - -
AtSDG51 QLDAESPLLWSEAELD-YLTGSPTKAEVLERAEG IKREVNELDTVWFMAFALY. - - - - - PLGPPLLAYESNC KA. - - KABDP IVVW- -
AtSDG43 - .SLLLATE-EDLAELQDPDLVSTIRQQQK muipyaomL lIlSF EBNcF|- EGQDITKKBEEMNN
AtSDG48 SLLYWTRTELDMYLEASQIRERAIERIT - - PWADMLMHNEEVETF|- - - -QPBEQVFIS
AtSDGAE - IFFPGED IKNLQYAPLLHQVNKRCR- - - - FLLEFEQE IRRT|GSSDDVPMMLPL I DMCHHE.- - - - - FhvvBE TEVKENDPLLL N
AtSDG45 -DSTVFWSEEELA-ELKGTOLLSTTLGVKEYVENEFLKLEQEILLPLVLI------PLADLIMENPAIKTELKSPVYVKABEQVYIQ
Consenso IH P & E

Aacom100%de KLEVFKTSD+HGWGLRALLP I KKGEF+CEYVGEV I +RKEADLREKIYERQLVIDATRKGHN IARF INHSCSPNCYLFAKRD | +AGEELTYSYG++SDYGFVE
identidade

Figura 4. Alinhamento do dominio SET e identificagdo dos residuos de aminoacidos
conservados das proteinas VuJMJs e AtIMJs. O dominio SET est4d representado
esquematicamente pela barra superior na cor marrom. Seus respectivos motivos estdo indicados
pelas barras menores na cor azul, sendo eles: SET | (GxG), SET Il (YxG), SET I
(RFINHXCXPN) e SET IV (ELXFDY). Legenda: os residuos de aminoacidos estdo indicados
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por tridngulos vermelhos invertidos. Aminoacidos conservados estdo destacados em azul.
Sequéncias consenso dessas proteinas estdo identificadas na parte inferior. A altura de cada letra
indica a conservagdo da sequéncia em uma determinada posic¢ao. As letras mailsculas situadas
na parte inferior das sequéncias consenso representam os aminoacidos com 100% de identidade.

No que tange as VuJMJs, a partir da identificacdo de residuos conservados, dois
grupos distintos de proteinas foram formados (Figura 5). No primeiro grupo, oS
aminoacidos His, Glu e His (triangulo vermelho invertido) foram conservados para a
ligacdo de Fe (II) e os aminoacidos Phe e Lys (triangulo verde invertido) foram
conservados para a ligagdo a a-KG (Figura 5A). As proteinas das classes PKDMS,
PKDM9 e KDMS5 participaram desse primeiro grupo. J& o segundo grupo, o qual
envolve os membros das classes JIMJD6, KDM3 e Jmj-only, apresentou conservagéo
dos residuos His, Asp e His (triangulo vermelho invertido) para a ligacdo de Fe (Il). Ja
os aminoacidos Thr e Lys (tridngulo verde invertido) foram conservados para a ligacéo
a-KG (Figura 5B).

De maneira geral, a maioria das proteinas VuJMJs apresentaram conservacdo dos
residuos que interagem com os cofatores Fe (II) e a-KG. No entanto, uma substituicdo
no primeiro residuo de ligacdo ao a-KG foi identificada, sendo observada uma alteragéo
de Thr por Ser em todas as proteinas VuJMJs da classe JMJD6, bem como na proteina
VuJMJ_Jmj-only.2. Além disso, VuSDG_PKDMS8.3 apresentou alteracdo de Phe por
Val (com mesmas propriedades quimicas, mas com propriedades fisicas diferentes) e
His por Lys (com propriedades fisicas e quimicas distintas).



109

A.

VuMJ_KDMS 4 g kg o X pod o ips

C! S| QOSSAF KV S S D F Q) N VRQEN| S| LEEPEN | S| 6 L

w '\T"\Ul7 KDb’" ABSAFEBKY u D F Q) TVROENK TVLEEPRN | XS F A F
E VuIMJ_KDMS.3 <ofc K EBe E HK K| cNENPBOFlL] s
ATIMJ16_KDMS <oV KERE E K T Al M@ A L) A
VuwMJ_KDMS.1 Hlo ALEN D, NE; S E| TVAH 5| | s
ViMJ_KDMS.2 THEPS E NE SE TVEINS v c
ATIMJ15_KDMS5 HRTGLEK i HE F NE AVEIN ABE  HL s
% NETALEK E Ho! DE v s Y ML A

ATIMJ18_KDMS

comenso  GcFSSFCIMVEDHLYSLAY. . K INGUPG: A -LE AURKHLPOLF.QPolL . LVT s L ‘PV + 0. e TR AN

Aacom 100% de VGMCFSSFCWHVEDHHLYSLNYLHWGEPKUWYGVPGSHA+ALEKAMRKALPOLF+EQPDOLLHELVTCLSPS I LKSEGVPVYR+VON+GEFVLTFPRAYH+GFNCG

identidade
| n- R TIRKKYLP- an Ak - uwmwnm. cs|lm:o;
N V| ¥ SN w7 LQQ CH T KH| N K F AQ M Q D E
S| ! LP& KV KEC 'YM D KT D
) R nsw vu 1sn n nv Lo
RQH sTol DVLLG! N nwl

X VuMI_PKDMS.3 Avh u : m
ATIMJ13_PKDMS

a VuIMJ_PKDMS .4
VuMJ_PKDMS. |

B VuIMJ_PKDMS.2

S
800w

Qe . \,\ - u

Consenso ) N JE H LY \ H v K 0 \{ Ju cr HEF

Aa com 100% de SMFAWHVEDHYLYS INYHHCGASKTWYG | PGHAALEFE+VV+ + HVYTND | LST+GEDGAFDVLLGKTTMF PPN I LLEHEVPVYKAVAKPGEFV I TFPRAYHAGF
identidade

© 0P
> >

VuwMJ_PKDM9.2 o F P 6 B v H EINF TFAIL rle 4] T
VwMJ_PKDM9.3 D) MBAG! R VRV Hi EINPRVTFAI rls v Al u
ATIMJ12 PKDM9 D) MBAG K L VRVHONBFE NPRVTF ST u | p s
VwMJ PKDMO. 1 8 T8ss o Bl ViR F 1WTE ovoHBAAL KL (s As@ | Pi v
ATmU}l PKDM9 E| T P (4 L D) ITHRKNS) RN IDQEAALTC L Vi AS 1 P S v

comema  FOIFATNEDHLESLNLH G- KTHY VP DAF LGEKTT . SPEv:v. .G, PCCRLVON: GEFWWTFP=

Aacom 100% de F SWFAWHVEDHDLHSLNYLH+GA+ KTWYOVPKDAA+AFEEVVRVHOYOOE INFLVTFAILOEKTTVMSPEVFVAAGIPCCRLVANPOEFVVTFPRAYHY

PKDM9

identidade
B.
2 ViMI_IMID6.1 : n.u I A x L TVHVNE=DEOVNVE TP n.n LD ru. o F nL’ T CIL
a ATIMI22_IMID6 TLLC| u A TVHVNEDD@DOVS IDTPESLOMWLD Y PI.I. TLLP) r cu.
= VuM _IMID6.2 S8F I VI K] F bvn PEMHPSPD CVASPVEI | ENFMN Aruuwx VEK | LE
= ATIMBI _IMID6 saril v» I vl BRovUBsreNPsrD - cvacrvlli | clir MuFEo o TKBWE! 18K ur N | e
-

PSaSH T A T

Aacom 100% de GP++S6+S+HVDP~+ TSAWN+++CO+K+WAL+PP++VP+GV+++++E+DG+VVA++ =S+ ++We++FYPL++DWE+KP IECTCH++GE+ |+ VPSGWANH+ V4 NLE
identidade

1o Yo
ATIMJ27_KDM3 s MEIPPVKYONEKVHOKRKY -
ATIMI25_KDM3 N Impqugpg o il

VuJMJ_KDM3.5 KEnsEQLTANEKLRENN -
VuMJ KDM3.4 WEPKHLTANEKEROKH -

0 VM KDM3.1 W A e
> VWM KDM3 8 Tosan. vilskile Al -
a VwMJ_KDM3.7 THsoEaH AR KERKAN -
x VuIMJ KDM3.9 ceveeoe  BMTRSEEQRSARADEROKH -
ATIMI26_KDM3 TEscEQ I ssvkALKOKE -
ATIMJ29 KDM3 ; ETTFERVRA KTk -
ATIMI24_KDM3 d -lwmlnls 10KAK -
VM) KDM3.2 v oarBsTEaL TRl K -
MJ_KDM3.2 1
VuIMI KDM3 3 % R
£ ~onrhouT Ny B ) A ¢ (b i
Consenso  ELGRGUOVIKLH:D. sUaVi. L f EV L Lk VHPIH0Q. L M LKeE: GaEPUTF.Q. L6 A
Aa com 100% de ELORODSVTKLHCOMSDAVNS LKLYPFNVETHTA+ LVLHRPO IRFEVeLSFEQLTAIEKLKKKKI PeEQVINP IHOOTFYLTVERKRKLKEEFG IEPWTF EQKLOEAVF IF
identidade
w0y yy20 20§ 220 230 270 280 200 \ 320
VuIMJ JmJ-only.3 k6SWEPLHABVFRSYSWS NlclKlRwuLo SQCHL IFDRNM -(40)- EVSNS oF SKAI - wLEBTCD o')m LEDNS
» ATIMI20 PKDMI11 K6 SWEPLRARBVFRSY FLPPPOSHLVNDRYM -(40)- - -EVNET GFKKTT . -WLEBIQEP] N--.-LEDRIS!
E VuMJ_JmJ-only4 QHSORSFRKBHYENL - - Y| HF | |. TOVHREN | RHY -(40)- TVDDEMA| LYFNGF - RPFEBTVK| HBRQSADDGGL!
© ATIMJ32 PKDMI3 poSVESFRKBHYENL - - v v s HFLELBRTOVHREW | EQY -(40)- KEASERL LFFDGP . KPFHBTVK HESQTPGDGG Y
LAY VM) JmJ-only.] AGTVEPLEHBPHHNI - - LAQNV ¥ IREYSSSLSEEQS.-- . -(40)- ---LDER| KVQE-LE-FVDE I LEEBEM [YBRS- - - -LTTSFSMs
E ATIMJ30_ PKDMI2 AG TVEPLEHBPHHN | - - LAQ v Y IREYBSFLQDE -(40)- - - - IDETER@KAME - LE- FMDEI LEEMEM YMRS - - - - LTMSLSHS
= VWMJ Jml-only2 AEARSSTHVBPHHNL. .Lc) RVV SASPSEY. - .. -@0)- ...PoYS|YHRAECSMEFACKVVLOABOGEF | la u-u-nnrA“
ATIMJ31_PKDMI2 AEArsS THYBPHHNL - - Lcv kv SASPS - (40)- PNLSDYBRAENSLKOSCE I TLNABDAVF | Holos oELEVAl
- e [ | H v
Consenso H D | V C K Lo FF L P v P i
Aa com 100% de AGSVT+LH+DPHHNLSWLAVVSGKKR+ LLLPPS+SH+LY+R++ +E+DESKFP4++++LE+++ECTLEAGE+L+ IPSOWFHOVRS++~DLELT I+ VN

identidade

Figura 5. Alinhamento do dominio JmjC e identificacdo dos residuos de aminoacidos
conservados das proteinas VuJMJs e AtJMJs. (A) Classes de JMJs que apresentam o grupo de
aminoacidos His, Glu e His, indicado por tridngulos vermelhos invertidos, para ligacdo de Fe
(11), e grupo de amino&cidos Phe e Lys, indicados por tridngulos verdes invertidos, para ligacao
de a-KG. (B) Classes de JMJs que apresentam o grupo de aminodcidos His, Asp e His, indicado
por tridngulos vermelhos invertidos, para ligacdo de Fe (1), e grupo de aminoacidos Thr e Lys,
indicados por tridngulos verdes invertidos, para ligacdo de a-KG. Os nomes laterais indicam as
classes de JMJ. Legenda: aminoacidos conservados estdo destacados em azul. Sequéncias
consenso dessas proteinas estdo identificadas na parte inferior de cada conjunto analisado. A
altura de cada letra indica a conservacdo da sequéncia em uma determinada posicao. As letras
maiusculas situadas na parte inferior das sequéncias consenso representam 0s aminoacidos com
100% de identidade.
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3.1.4 Anélise dos mecanismos de duplicacdo génica dos loci VuSDGs e VuIMJs

A analise de duplicacdo génica permitiu revelar os mecanismos de expansao dos
genes VuSDGs e VuJMJs no genoma de feijdo-caupi (Tabela S10-11).
Interessantemente, nenhum membro VuSDGs nem VuJMJs teve origem a partir de
mecanismos de duplicagéo proximal ou em tandem (Figura 6). Apenas cinco membros
VuSDGs, pertencentes as classes V1 e VII, foram considerados singletons (Figura 6A).
Além disso, seis genes VuSDGs, expandidos a partir do mecanismo de duplicacéo
WGD/segmental, foram identificados, compondo trés pares de genes duplicados via tal
mecanismo. Esses pares de genes pertencem as classes I, Ill e V. A maioria dos
VuSDGs (36 dos 47 genes analisados) apresentaram duplicacdo do tipo dispersa, sendo
esse 0 principal mecanismo de expansdo dos VuSDGs no genoma do feijdo-caupi.

Apenas um gene VuJMJ, pertencente a classe Jmj-only, foi considerado singleton
(Figura 6B). Foram identificados seis genes VuJMJs com origem por duplicacdo
WGD/segmental, compondo trés pares de genes pertencentes as classes Jmj-only,
KDM3 e PKDM9. Além disso, 19 genes VuJMJs tiveram origem por duplicacdo
dispersa, compreendendo também o principal mecanismo de expansdo dos VuJMJs no
genoma do feijdo-caupi.
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Figura 6. Quantificacdo dos principais mecanismos de expansdo das diferentes classes das
proteinas VuSDGs (A) e VuJMJs (B) identificadas no genoma do feijdo-caupi. O eixo x
representa as diferentes classes de proteinas, enquanto o eixo y representa o seu quantitativo.

3.1.4 Anadlise da pressdo de selecdo em genes VuSDGs e VuJMJs duplicados

A razéo entre Ka/Ks foi analisada para os trés pares de genes duplicados (via
WGD/segmental) em cada familia génica analisada. Os valores de Ka/Ks para 0s
VuSDGs variaram entre 0,62 e 0,97, enquanto que os VuJMJs variaram entre 0,46 e
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0,96 (Tabela S12). Todos os pares de genes de VuSDGs e VuJMJs analisados
apresentaram Ka/Ks < 1, sugerindo que esses genes estdo sob selecdo purificadora,
indicando tendéncia de conservagdo da sequéncia de aminoacidos.

3.1.5 Genbmica comparativa dos genes VuSDGs e VuJMJs

A fim de compreender a conservacao desses genes, foi realizada uma analise da
ortologia dos VuSDGs e VuJMJs entre diferentes espécies de Viridiplantae. Essa
andlise revelou que 64 dos 93 genomas analisados apresentam loci ortdlogos para
ambas as familias génicas em questdo (Tabela S13-14). Dos 47 loci de VuSDGs, 45
(~96%) exibiram ort6logos no genoma de Glycine max L. e Phaseolus vulgaris L. As 20
espéecies com maiores niveis de ortologia com o feijdo-caupi estdo representadas na
Figura 7. Conforme esperado, membros da familia Leguminosae destacaram-se por
apresentar um maior nivel de ortologia génica, sendo: G. max (96%), P. vulgaris (96%),
Medicago truncatula L. (91%) e Trifolium pratense L. (91%). Além disso, as espéecies
da familia Brassicacae, A. thaliana (85%), Brassica rapa L. (85%) e Eutrema
salsugineum (Pall.) Al-Shehbaz & S.l.Warwick (85%), também apresentaram niveis
significativos de ortologia com V. unguiculata (Figura 7A).

Na analise das VuJMJs, 25 dos 26 loci de feijdo-caupi apresentaram ortdlogos no
genoma de P. vulgaris e Daucus carota (~96% da conservacgdo). Além disso, algumas
espécies da familia Brassicacae, como Arabidopsis lyrata (89%), B. rapa (89%),
Capsella grandiflora (89%), E. salsugineum (89%), Boechera stricta (85%) e Capsella
rubella (85%), também apresentaram JMJs ortologas (Figura 7B).
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Figura 7. Quantificacdo dos loci conservados de metiltransferase de histonas (A) e demetilase de histonas (B) entre as 20 espécies vegetais com
maiores indices de ortologia no genoma do feijao-caupi. As familias estdo representadas por letras laterais as barras, sendo: Fa (Fabaceae); Ma
(Malvaceae); As (Salicaceae); Ru (Rutaceae); Vi (Vitaceae); Po (Poaceae); Br (Brassicaceae); Eu (Euphorbiaceae); Ph (Phirmaceae); Ro (Rosaceae); Ra
(Ranunculaceae); Ap (Apiaceae); Cr (Crassulaceae); Li (Linaceae); So (Solaneae); Am (Amaranthaceae). As espécies analisadas estdo indicadas no
interior das barras, com cores diferentes. As porcentagens de ortologia génica, em cada espécie analisada, em relacdo ao feijao-caupi, estdo presentadas
acima das barras.
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3.1.6 Mineracdo e identificacdo de CCREs nas regides promotoras dos genes VuSDGs e
VuJMJs

Todos os genes que codificam SDGs e JMJs em feijdo-caupi tiveram seus
promotores preditos (até 1 Kb) analisados em relacao a identificacdo de CCREs (Figura
8 e Tabela S15). Dos promotores de VuSDGs analisados, cinco CCREs estavam dentro
do cut-off estipulado (e < 10%). Esses elementos cis-regulatorios estdo associados a duas
familias de fatores de transcricdo (TFs) distintas: Dof-type (quatro motivos) e bZIP (um
motivo) (Figura 8), sendo os CCREs associados ao TF Dof-type (JASPAR ID
MA1267.1; MA1268.1; MA1272.2; MA1274.1) os mais abundantes, identificado em 56
sitios distintos.

Name p-value Location of Motif
VuSDGL1 799621  wmr—ry——w——
VuSDGL2 3.89e-4 : _— m_
VuSDGII1 5.36e-6 I —
VuSDGIIL2 1.57e-3 + | .
VuSDGIIL3 1.06e-4 + .
VuSDGV.1 2.76e-5 + e B e
VuSDGV.2 2.28e-4 * .
VuSDGV.3 986e-14  t—— g W em e e
VuSDGV.4 1.26e-7 + C— !
VuSDGV.5 1.09¢-2 I -
VuSDGV.6 3.05e-5 - " mm
VuSDGVL1  L7le-14 + 1 I
VuSDGVL7  4.52e-26 ~_ N | n
VuSDGVILE  1.42e-15 |
VuSDGVIL1 ~ 3.17e-10 I n —

4 N
Symbol of Motif Consensus of Motif
1. TATATATATATATATATATATATATATAT
2. NCMCYTYYYHDYYMDTTVNMATSHYYTBYSTCMMHHCHYCY

KGACCAAMWYBAAMMMAMATHACAAAAATRADGATCA
CASRTGTCACWKITS

RAAAAAAAAAAAAAAAWAVAA
AKAWATRAAAWYTTTAATTATCAAGTAAGTYHGAGACTTAAYATRAWA|
GSAAACCAGGMTCWS

GAGHGMRAGKG

VGTGGWCNSAGATATCCACGG

TGKTTYRGVGTGTCC

S O 0 N e

—

ID JASPAR | Associed Transcription Factors

MA1267.1| Dof-type MA1268.1| Dof-type
MA0931.1 | bZIP
MA1274.1| Dof-type

Figura 8. Localizagdo e identificacdo dos CCREs, apresentacdo dos motivos consenso e TFs
associados nos promotores de uma amostra representativa contendo 15 genes VuSDGs. A
amostra de genes plotada foi escolhida aleatoriamente para apresentar todos os CCREs
encontrados no conjunto total de promotores analisados. Legenda: no painel superior, para cada
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promotor analisado, os motivos sédo identificados em toda sua extensdo. No painel central, o
consenso dos motivos e suas respectivas simbologias (cores) sdo identificados. No painel
inferior, os CCREs bona fide estdo representados por retdngulos de diferentes cores,
apresentando seus respectivos fatores de transcrigdo associados.

J& os promotores de VuJMJs apresentaram somente um CCRE dentro do cut-off
estipulado, o qual encontrou-se distribuido em 21 sitios distintos. Esse elemento esta
associado ao TF Dof-type (JASPAR 1D1278.1) (Figura 9).

Name p-value Location of Motif

VuIMJ JMID6.1  195¢-3 - —
VuMJ JMID6.2  6.09e-8 - —m
VWMJ KDM3.1  334e-6 e
VWMI KDM33  35%6 - -
VuIMJ KDM34  56le9 - "
VuIMI KDM3.7  895e-4 - w
VuJMJ KDM3.9  5.55e-12 f—— m -
VuMJ KDM5.3  288e-3 - -
VuMJ PKDM93  9.96e4 - = —
VuIMJ PKDM9.4  2.06e-34 & ———w— — Als
VuIMJ JmJ-only4 4.83e-35 © M  Hem W = m N
4 )

Symbol of Motif Consensus of Motif

1. GGMTGRARAARAAVMCAC

2. TWINWTTTTDYTYTTTTTYTTTTTYYWWY

TKTCACGTGICA

GGDKKTKGSWCDAKGYGWGC
VYHCARAMTCADWKAGWTRCTGABMSDG
SVSTCKAMYAATDWGKRCTGCWGGTAYWS
ATKDAGATKRARWTGAACAWA
ACDGAAAVTIDCWSAWGSCAMYSAACY
GGKRTGTMGGRRBCAAAAGGWGAAHCA
CMSSTKTDWSACCTARACYWC

o O 0 O W

-
-

ID JASPAR | Associed Transcription Factors

MA1278.1 | Dof-type

Figura 9. Localizacdo e identificagdo dos CCREs, motivos consenso e TFs associados nos
promotores de uma amostra representativa contendo 11 genes VuJMJs. A amostra de genes
plotada foi escolhida aleatoriamente para apresentar todos os CCREs encontrados no conjunto
total de promotores analisados. Legenda: no painel superior, para cada promotor analisado, os
motivos sdo identificados em toda sua extensdo. No painel central, o consenso dos motivos e
suas respectivas simbologias (cores) sdo identificados. No painel inferior, 0 CCREs bona fide é
representado por um retangulo vermelho.



115

3.2 Transcriptbmica de VuSDGs e VuJMJs em feijdo-caupi submetido a estresses
biotico e abidtico

Para analisar a expressdo dos genes VuSDGs e VuJMJs, foram utilizadas
bibliotecas RNA-Seq de feijdo-caupi submetido a trés condicdes desfavoraveis distintas:
(@) injuria mecénica seguida de inoculacdo por CABMYV; (b) injdria mecénica seguida
de inoculagdo por CPSMV; e (c) desidratacdo radicular. Todos os dados
transcriptomicos de VuSDGs e VuJMJs em feijdo-caupi submetido aos diferentes
estresses encontram-se nas Tabelas S16-17.

Nas referidas bibliotecas, foram minerados e caracterizados 330 transcritos
codificadores de VuSDGs. Considerando todos os ensaios analisados, 31 transcritos
VuSDGs apresentaram expressdo diferencial, sendo distribuidos nas setes classes de
metiltransferases de histonas (classes | — Il — Il — IV — V — VI - VII). Além disso, 135
transcritos VuJMJs foram identificados nos ensaios analisados. Desses, 24 transcritos
VuJMJs apresentaram expressdo diferencial. Esses transcritos VuJMJs foram
distribuidos em cinco classes de demetilases de histonas (Jmj-only; KDM3; KDM5;
PKDM8 e PKDM9) (Figura 10A e 10B). Ao comparar as diferentes condicGes
desfavoraveis analisadas, nossos resultados apontam que ambas as familias génicas
identificadas foram mais moduladas na resposta ao estresse de desidratacdo radicular
(Figura 10A e 10B).
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8 | Bl Up-regulated
Bl Down-regulated

VuSDGs
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RD CABMV CPSMV
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Bl Down-regulated

VuJMJs
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RD CABMY CPSMV

Figura 10. Quantitativo de transcritos VuSDGs (A) e VuJMJs (B) diferencialmente expressos.
O eixo ‘x’ representa os diferentes ensaios analisados: RD — Desidratacdo Radicular (25 - 150
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min); CABMV — Injlria mecénica + inoculagdo do virus CABMV (60 min — 16 h); CPSMV -
Injdria mecénica + inoculagdo do virus CPSMV (60 min — 16 h). O eixo ‘y’ representa o seu
respectivo quantitativo. Barras em vermelho representam o quantitativo dos transcritos
induzidos (Up-regulated) e barras em verde representam o0 quantitativo dos transcritos
reprimidos (Down-regulated).

3.2.1 Perfil de expressdo dos VuSDGs e VuJMJs no ensaio de desidratacdo radicular

A analise de expressdo nos tratamentos RD25 e RD150 analisados para o ensaio de
desidratacdo radicular identificou 26 transcritos VuSDGs diferencialmente expressos
nos tratamentos analisados (Figura 11). Em RD25, 16 VuSDGs foram diferencialmente
expressos, sendo trés induzidos e 13 reprimidos. Os trés transcritos induzidos foram
atribuidos as classes V (2) e I (1), enquanto os transcritos reprimidos foram distribuidos
entre as classes |, 11, 111, V, VI e VII. Ja para RD150, todos os transcritos identificados
para esse tratamento foram reprimidos (10), sendo atribuidos as classes II, IV, VI e VII
(Tabela S16; Figura 11A). Nossos resultados indicam que os transcritos que codificam
VuSDGs tendem a participar da resposta inicial ao estresse radicular €, nos momentos
posteriores de estresse, essa familia génica ndo apresenta uma expressdo diferencial.
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Figura 11. Heat-Map ilustrando a modulacdo dos transcritos que codificam VuSDGs (A) e
VuJMJs (B) diferencialmente expressos em ao menos um tratamento (RD25 ou RD150), apds
aplicacéo do estresse de desidratacdo radicular.

Para os VuJMJs, em RD25, 12 transcritos foram diferencialmente expressos, sendo
trés induzidos e nove reprimidos. Os transcritos VuJMJs induzidos nesse tratamento
pertencem as classes Jmj-only e PKDMS8, enquanto os reprimidos foram atribuidos as
classes Jmj-only, PKDM8, PKDM9, KDM3 e KDM5. Ja em RD150, cinco VuJMJs
foram induzidos, os quais foram distribuidos entre as classes PKDM8, PKDM9, KDM3
e Jmj-only. Nenhum transcrito VuJMJs reprimido foi identificado no tratamento em
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questdo (Figura 11B). As classes PKDM8 e Jmj-only apresentaram transcritos
induzidos em ambos os tratamentos analisados (Tabela S17). Ja as classes PKDM9 e
KDM3 apresentaram uma resposta temporal especifica, sendo exclusivamente induzidas
em RD150. E interessante notar que, em RD150, nenhum VuJMJs foi reprimido,
enquanto todos os VuSDGs foram reprimidos no referido tratamento.

3.2.2 Perfil de expressdo dos VuSDGs e VuJMJs nos ensaios de injuria mecanica
seguida de inoculagéo viral

Transcritos que codificam VuSDGs diferencialmente expressos no ensaio de injuria
mecénica e inocula¢do por CABMV ndo foram identificados no tratamento de 16h apds
a aplicacdo do estresse. Ja no tempo de 60 minutos, apenas um transcrito foi induzido
(classe V) e um reprimido (classe VI) (Tabela S16). Ja no ensaio de injaria mecanica e
inoculacdo de CPSMV, trés transcritos VuSDGs foram diferencialmente expressos. Em
60 minutos ap6s a aplicacdo do estrese, um transcrito foi induzido (classe I1l) e um
reprimido (VI). Apds 16 h, apenas um transcrito foi reprimido (classe VII).

Nenhum transcrito VuJMJs foi diferencialmente expresso no tempo de 16 h apos
a aplicacao do estresse de injuria mecanica seguida de inoculacdo por CABMV. Quatro
transcritos VuJMJs, pertencentes a classe Jmj-only de demetilases de histonas, foram
induzidos em 60 minutos (Tabela S17). J& para 0 ensaio de injdria mecanica e
inoculagdo por CPSMV, dois transcritos VuJMJs foram diferencialmente expressos em
60 minutos, sendo um induzido (classe PKDM8) e um reprimido (classe PKDM?9). Em
16 h ap6s a aplicacdo do estresse, apenas um transcrito (classe Jmj-only) foi reprimido.
Esses resultados sugerem que, quando comparada as metilases de histonas, as
demetilases podem apresentar uma participacdo mais ativa na resposta precoce de
defesa do feijao-caupi a inoculacéo viral, especialmente por CABMV.

3.2.3 Crosstalk entre os estresses de desidratacdo radicular e resposta precoce de defesa
a CABMV e CPSMV

Os transcritos VuSDGs induzidos foram exclusivos para cada ensaio, ndo sendo
possivel identificar transcritos induzidos compartilhados (crosstalk). Na familia
VuJMJs, um transcrito pertencente a classe PKDMS8 foi induzido e compartilhado entre
os ensaios ‘injuria mecdnica e inoculagio de CABMV’ e desidratagdo radicular,
sugerindo sua possivel participacdo na resposta a condicdes desfavoraveis distintas em
feijao-caupi.

3.3 Validagéo dos dados de RNA-Seq por gPCR

Para analisar a confiabilidade e robustez da expressdo génica in silico (bibliotecas
RNA-Seq), transcritos VuSDGs e VuJMJs diferencialmente expressos também foram
analisados por gPCR. Considerando os critérios de desenho de primers, foi possivel
desenhar 15 pares de primers para os transcritos VuSDGs e VuJMJs diferencialmente
expressos, sendo sete referente aos transcritos VuSDGs e oito VuJMJs (Tabela S1). Os
pares de primers desenhados para ambas as familias génicas analisadas foram dispostos
em todos os ensaios analisados.

No que tange ao conjunto de pares de primers para os transcritos VuSDGs, apenas
dois pares apresentaram valores de eficiéncia aceitaveis (90 a 110%) com eficiéncia de
amplificagéo equivalente a 95,2 e 101,5%. Tais pares de primers foram relacionados aos
transcritos Vu90804|c0_g1 il e Vu72834|c0_gl1_i5, ambos identificados no ensaio de
desidratacdo radicular, ndo sendo possivel obter pares de primers VuSDGs funcionais
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para os ensaios CPSMV e CABMV. No que diz respeito aos pares de primers para 0S
transcritos VuJMJs (Vu2751|cO_gl i2; Vul02353|cO_gl i11; \Vu88045|cO gl i9;
Vu102353|c0_g1 i2; Vul67285|cO_gl i8; Vul9410|cl_gl il1; Vull3817|c4 g2 _il0;
\Vul13817|c4 g2 i3), todos apresentaram valores de eficiéncia aceitaveis com
eficiéncia de amplificagdo variando de 93,3 a 108,1%. (Tabela S1). Os pares de primers
para os transcritos VuJMJs foram analisados em todos os ensaios executados. A
especificidade de ambos os conjuntos de pares de primers analisados foi confirmada
pela presenca de um Unico pico nas curvas de melting.

A anélise de expressdo relativa mostrou que ambos os transcritos VuSDGs
analisados por gPCR foram reprimidos no ensaio de desidratacdo radicular, sendo o
transcrito Vu72834|c0_g1_i5 reprimido no ensaio RD25 e Vu90804|c0_g1_il reprimido
em RD150, confirmando os dados de RNA-Seq (Figura 12).
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Figura 12. Expressdo relativa via qPCR de transcritos VuSDGs e VuJMJs diferencialmente
expressos nas bibliotecas de RNA-Seq. Legenda: o asterisco indica o0s transcritos
diferencialmente expressos considerando p < 0,05 e FDR < 0,05. O ID dos transcritos esta
representado pelos nomes verticais inferior as barras, sendo: VuSDG?* (Vu72834|c0_gl i5);
VUuSDGP (Vu167285|c0_g1 _i8); VuIMJ? (Vu90804/cO0_gl i1); VuIMJI® (Vu2751|cO_gl i2);
VUuIMJ® (Vu102353|c0_gl_i11); VuIMJI? (Vu88045|c0_gl_i9); VuIMJI® (Vu102353|c0_gl_i2);
VuIMJf(Vu19410jc1_g1_i1); VuIMJ? (Vul13817|c4_g2_i10); VuIMI"(Vul13817|c4_g2_i3).

No que tange aos VuJMJs, a analise de expressao via gPCR mostrou que, para o
ensaio de injdria mecanica seguida de inoculagdo viral, dois transcritos VuJMJs foram
induzidos, sendo o transcrito Vul13817|c4_g2_i10 induzido no ensaio CABMV e
\Vul113817|c4_g2_i3 induzido no ensaio CPSMV, ambos no tempo de 60 minutos. Tais
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resultados confirmaram os dados de RNA-Seq. Em relacdo ao ensaio de desidratacdo
radicular, os transcritos Vu90804|c0_g1 il, Vu2751|c0 gl i2, Vul02353|c0 g1 ill,
Vu88045|c0_gl1 i9 foram reprimidos no ensaio RD25. Ja o0s transcritos
\Vul13817 c4 g2 i10 e Vull3817 c4 g2 i3 foram induzidos em RD25 e RD150,
respectivamente (Figura 12). Esses resultados confirmaram os dados de RNA-Seq.

Em suma, foi possivel obter 15 pares de primers para os transcritos VuSDGs e
VuJMJs diferencialmente expressos nas bibliotecas de RNA-Seq. Desses, 10 foram
considerados pares de primers funcionais, os quais apresentaram valores de eficiéncia
aceitaveis. Por fim, todos os pares de primers funcionais analisados por gPCR
confirmaram os dados das bibliotecas de RNA-Seq, comprovando a qualidade desses
dados.

4. Discussao

4.1 Mineracdo e caracterizacao estrutural de VuSDGs e VuJMJs no genoma do feijao-
caupi

Com os avancos das plataformas de sequenciamento e a disponibilidade de
genomas completos, a identificacdo das familias génicas SDGs e JMJs tém sido
amplamente descritas em espécies vegetais. No presente trabalho, identificou-se 47
genes VUSDGs e 23 VuJMJs no genoma do feijdo-caupi. Numeros semelhantes sdo
descritos para A. thaliana (47 genes SDGs e 21 JMJs) [5,55], arroz (43 SDGs e 20
JMJs) [55,21] e milho (43 SDGs e 19 JMJs) [23,17]. Entre as leguminosas, 0s dados
restringem-se a familia JMJ da soja, que apresenta 48 genes [25]. O nimero variavel de
genes JMJs pode estar associado a ampla variacdo do tamanho do genoma das espécies
de leguminosas em questdo. O feijdo-caupi possui (2n = 2x = 22) tamanho do genoma
estimado em 640 Mb [32], enquanto a soja (2n= 4x = 40), espécie tetraploide, possui
genoma ~1,15 Gb [56]. Ja no trigo (Triticum aestivum L.), espécie hexaploide com 2n=
6x= 42 e genoma de ~16 Gb [57], 166 genes SDGs foram minerados.

O dominio SET, altamente conservado, das proteinas VuSDGs € considerado
essencial para atividade catalitica das proteinas metilases de histonas [21]. Além desse
dominio, as proteinas VuSDGs apresentam dominios adicionais (AWS, WIYLD, Pré-
SET, PHD, PWWP, FYRC, FYRN, P&s-SET, Zf-CW, CXC, SANT), que atuam em sua
maioria na ligacdo ao DNA e estdo relacionados a especificidade funcional. A
identificacdo desses dominios especificos, bem como andlise fenética, permitiu
classificar as proteinas VuSDGs em sete classes distintas, sendo as mesmas relatadas
anteriormente em A. thaliana [5] e em Dendrobium catenatum Lindl. [58]. Em A.
thaliana, essas classes também sdo categorizadas a partir da especificidade da sua
atividade enzimatica. A classe I, por exemplo, esta envolvida na metilacdo da lisina 27
na histona 3 (H3K27me). Ja a classe Il é responsavel pela metilacdo de H3K36. As
classes Il e 1V regulam, por sua vez, o processo de metilacdo de H3K4. A classe V atua
na metilacdo de H3K9, sendo mais abundante em feijao-caupi, em A. thaliana e arroz
[5] e em D. catenatum [58]. Diferentemente, a classe VI ndo apresenta dominios
adicionais, sugerindo a sua existéncia antes da divergéncia evolutiva entre as
monocotileddneas e dicotiledoneas. Essa classe é caracterizada pela presenga de um
dominio SET incompleto ou interrompido por um dominio Zf-MYND, sendo
responsavel pela metilacdo de H3K36. Ja a classe VII, é representada por proteinas
responsaveis por metilar proteinas ndo histonas [5].

As proteinas VuSDGs apresentam o dominio SET geralmente localizado na regiéo
C-terminal da proteina. Esse dominio, consiste em quatro motivos altamente
conservados envolvidos em uma das trés etapas da reacdo de metilacdo de histonas,
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sendo elas: ligagdo da S-Adenosil-L-metionina (AdoMet), a qual desempenha papel na
transferéncia de um grupo metil aos residuos especificos das histonas; catalise de
transferéncia do grupo metil; e ligacdo da lisina alvo [59]. Em feijdo-caupi, esse
dominio mostrou-se altamente conservado, com destaque para Gly-185 e Gly-186
(motivo SET 1) que juntamente com os residuos Arg-298, Phe-299, lle-300, Asn-301,
His-302 (motivo SET 1I) e Tyr-346 (motivo SET IV) desenvolvem a funcdo de ligacao
de AdoMet. Além desses residuos, o Tyr-203, situado no motivo SET Il, atua na
transferéncia do grupo metil. Por fim, os residuos Cys-304, Pro-306, Asn-307 (motivo
SET ), Glu-342, Leu-343 e Asp-345 (motivo V) que estdo associados ao processo de
ligacdo a lisina alvo. A elevada conservacdo desses residuos € uma caracteristica
essencial dessas proteinas. No entanto, alguns desses motivos ndo foram identificados
nas proteinas VuSDGs das classes VI e VII. Além disso, o0 motivo IV encontram-se
incompleto para maioria dos membros das referidas classes. A classe VI das proteinas
SDGs é caracterizada por membros que apresentam um dominio SET incompleto ou
interrompido por um dominio Zf-MYND. J4 a classe VII, contém um dominio SET
responsavel pela metilacdo de proteinas ndo histonas [5]. Portanto, a estrutura do
dominio SET das proteinas dessas classes apresentam algumas variacdes que devem ser
exploradas para uma melhor compreensdo do desenvolvimento da funcdo dessas
proteinas em feijdo-caupi.

Todas as proteinas VuJMJs apresentaram um dominio conservado JmjC, especifico
da familia génica JMJs associada ao processo de demetilagdo dos residuos de lisina das
histonas [18]. Adicionalmente, diversos dominios como zf-4CXXC _R1, Zf-C5HC2,
FYRN e FYRC foram identificados, os quais apresentam papel de ligagdo ao DNA. As
VuJMJs foram classificadas em seis classes, sendo JmjC-only (representada por
PKDM11-12-13 em soja) [25], IMJD6, KDM3, KDM5 e PKDMB8-9 (representada por
KDM4 em A. thaliana e arroz, bem como algod&o) [55,18]. As proteinas JMJ da mesma
classe tendem a atuar nos processos de demetilacdo de residuos de lisina das histonas. A
classe KDM5, por exemplo, atua na demetilagdo da marca H3K4. Ja a classe KDM4
esta associada as marcas H3K9 e H3K36. A classe JIMJD6 ndo apresenta, por sua vez,
uma atividade enzimatica bem definida [55]. Embora apresentem diferencas na
composicdo de dominios, além de sequéncias distintas do dominio JmjC, as classes
KDM3 e JmjC-only atuam na marca H3K27me [60]. Além disso, membros da classe
KDM3, a mais abundante nos genomas do feijdo-caupi, A. thaliana, arroz [55] e
algoddo [18], também pode atuar na demetilacdo da marca H3K9 [55]. Tendo em vista a
abundancia das classes VV e KDM3 no feijao-caupi e a sua importancia no silenciamento
de elementos transponiveis (TES) e regides de DNA repetitivo [61], sugere-se 0S
membros dessas classes como alvos potenciais a serem explorados em estudos a nivel
fisiolégico em V. unguiculata.

O dominio JmjC altamente conservado contém alguns residuos de aminoacidos que
desempenham papel fundamental na atividade enzimatica das JMJs [55]. Esses residuos
ligam-se ao ferro Fe (II) e a-KG, que atuam como cofatores e sdo cruciais para as
atividades de demetilase de histonas [62,63]. Em feijao-caupi, esse dominio mostrou-se
altamente conservado, com destaque para His, Glu/Asp e His para a ligagéo de Fe (I1) e
Phe/Thr e Lys para a ligagdo a a-KG. A elevada conservagdo desses residuos é uma
caracteristica essencial das proteinas JMJs, sendo observadas nas mais diversas espécies
vegetais, como Arabidopsis [55], soja [25], Rosa chinensis Jacq. [64] e G. hirsutum L.
[18]. No entanto, todas as proteinas VuJMJs da classe JMJD6, bem como a proteina
VuJMJ_Jmj-only2 apresentaram alteracdo de Thr por Ser, também observado em
Arabidopsis [55] e soja [25]. Essa substituicdo possivelmente n&o ira alterar a ligagédo
dos residuos aos cofatores, uma vez que Thr e Ser apresentam propriedades fisicas e
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quimicas semelhantes, ndo alterando a funcionalidade de demetilase de histonas dos
membros de VuJMJs. Ainda, VuSDG_PKDMB8.3 apresentou alteracao de Phe por Val e
His por Lys. Essas substituicdes devem ser exploradas quanto aos impactos que podem
causar na ligacdo desses residuos aos seus respectivos cofatores no feijdo-caupi, uma
vez que 0s aminoacidos substituidos apresentam propriedades fisicas e quimicas
diferentes.

A diversificacdo de uma familia génica estd intimamente relacionada ao ganho ou
perda de exons e/ou introns, podendo resultar em especificidade de funcdes [65].
Apenas dois VuSDGs ndo apresentaram introns em sua estrutura génica, enquanto 44
genes apresentaram pelo menos um intron. Em relacdo aos VuJMJs, todos os genes
apresentaram pelo menos um intron em suas estruturas génicas. 1sso sugere que o ganho
de introns pode contribuir significativamente para a diversificacdo estrutural e,
possivelmente, funcional dos genes SDGs no feijdo-caupi, como previamente relatado
para o trigo [29]. Apesar da diversidade estrutural dos VuSDGs e VuJMJs, é possivel
observar uma conservacao dos membros dentro de uma mesma classe, com composigéo
de dominios e estrutura génica semelhante (Figura 3).

4.2 Propriedades proteicas e predi¢cao da localizagéo subcelular

No que tange a localizacdo subcelular, as proteinas das familias génicas VuSDGs e
VUuJMJS apresentaram uma localizagédo predominantemente nuclear. Essa localizacéo,
foi consistente com sua funcéo de catalisar o processo de (de)metilacdo das histonas, o
qual ocorre no nicleo da célula. Nossos resultados corroboram com os dados
previamente descritos da literatura [28,66,18]. Alguns membros VuSDGs e VuJMJs
estavam distribuidos pelo cloroplasto, citoplasma, membrana plasmatica e mitocondria.
Proteinas SDGs que apresentam atividade de metilacdo de proteinas ndo histonas foram
relatadas em Arabidopsis, especialmente aquelas que apresentam um dominio SET
truncado [5]. Essas evidéncias demonstram a plasticidade de acdo dessas proteinas no
feijdo-caupi, sugerindo sua atividade em diversos compartimentos celulares. Resultados
semelhantes foram descritos para a espécie Brassica rapa [16].

4.3 Mecanismos de duplicacéo dos genes VuSDGs e VuJMJs no genoma do feijao-caupi

A duplicacdo génica é um importante mecanismo na evolucao das espécies vegetais
[27]. Além disso, contribuem significativamente para a expansdo de familias génicas,
bem como o surgimento de novas funcdes bioldgicas. As duplicacGes dispersa e
WGD/segmental foram as principais responsaveis pela expansdo das familias génicas
SDGs e JMJs no feijdo-caupi, sendo a duplicacdo dispersa a maior forca de expansdo
das familias analisadas em V. unguiculata. Resultados semelhantes foram relatados para
genes JMJs na espécie Fragaria vesca L. [67], sugerindo que tal tipo de duplicacéo
desempenha um papel significativo na expansdo dessa familia génica em espécies
vegetais. Genes duplicados por esse mecanismo podem ter surgido a partir da acéo de
elementos transponiveis (TES), conforme relatado em diversos organismos [68]. Em
vegetais superiores, 0 genoma é comumente composto por uma quantidade elevada de
TEs. As espécies Vigna angularis L., Vigna radiata L. e V. unguiculata, por exemplo,
apresentam 43, 50 e 50,1 % de sequéncias repetitivas presentes em seu genoma, sendo
cerca de 32, 39 e 39 %, respectivamente, relativas a TEs [69,32].

A razdo Ka/Ks, considerada um indicador do histérico de selecdo agindo em
sequencias geénicas, foi analisada para os VuSDGs e VuJMJs que apresentaram
duplicacdo segmental. Todos os pares de VuSDGs e VuJMJs apresentaram Ka/Ks < 1,
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indicando que esses genes estdo sob selecdo purificadora. Esse tipo de selegdo mantém a
conservacao da sequéncia de aminoacidos, mantendo a sua funcionalidade e estrutura.
Esses resultados sugerem que os pares de genes podem apresentar redundancia
funcional.

4.4 Genbmica comparativa de VuSDGs e VuIJMJs

Alto indice de homologia de VuSDGs e VuJMJs foi observado entre os genomas
analisados, demonstrando uma conservacdo significativa dos VuSDGs e VuJMJs nos
genomas analisados. Como esperado, leguminosas apresentaram os maiores indices de
ortologia com o feijdo-caupi, com destaque para o feijdo comum e a soja. Nossos
resultados abrem novas perspectivas de estudos relacionados a funcdo dessas proteinas
nas espécies em que foram conservadas.

4.5 Mineracao e identificacdo de elementos cis-regulatérios candidatos

Os CCREs descritos no nosso trabalho podem ser usados para sugerir possiveis
acOes das quais 0s VuUSDGs e os VuJMJs participam, por meio da identificacdo dos TFs
associados e seus processos bioldgicos intrinsecos. Os TFs Dof-Type e bZIP associados
aos bona fide CCREs identificados, apresentam associacdo com a resposta a estresses
em plantas. Dof-type, por exemplo, estdo envolvidos na reposta a agentes patogénicos,
como virus e fungos [70,71]. O bZIP, por sua vez, € uma familia de TFs especificos de
plantas que desempenham papéis cruciais em resposta a estresses bidticos, como a
Sclerotinia sclerotiorum, fitopatdégeno necrotréfico tipico da soja [72], além de estresses
abioticos, como a seca [73]. Os bona fide CCREs ancorados nos promotores dos genes
de V. unguiculata sugerem que metiltransferases e demetilases de histonas podem atuar
em processos diversos em feijao-caupi, reforcando, assim, seu potencial biotecnoldgico.

4.6 Transcriptémica de VuSDGs e VuJMJs em feijdo-caupi submetido a estresse bidtico
e abidtico

Os dados obtidos a partir da analise de gPCR confirmaram os dados de expressao
de RNA-Seq dos 10 alvos analisados (dois VuSDGs e oito VuJMJs). Esse resultado
indica confiabilidade das técnicas empregadas no sequenciamento e sintese das
bibliotecas de RNA-Seq analisadas. Adicionalmente, esses dados reforgam o rigor da
montagem dos transcriptomas e dos métodos estatisticos da analise de expressao
diferencial, garantindo a robustez das informac@es disponiveis no presente trabalho.

O perfil de expressao diferencial dos VuSDGs em resposta a desidratacao radicular
identificou transcritos (classes V e 1) induzidos apenas em RD25. J& para os VuIMJs,
classes distintas com diferentes perfis de transcricdo em RD25 foram observados, sendo
identificado apenas transcritos induzidos (classes PKDM9 e KDM3) em RD150. Esses
resultados sugerem que classes de VuSDGs e VuJMJs, na resposta & desidratagdo
radicular, possuem expressdo tempo-especifica.

A demetilacdo de H3K27me tem sido relatada na resposta ao estresse de seca,
sendo demonstrado que a reducédo dos niveis de H3K27me3 nas regides intergénicas de
TFs da familia NAC, responsivos ao estresse de seca mediante percepcdo do horménio
ABA, contribui significativamente para a resisténcia de Arabidopsis ao estresse de seca
[74]. Em V. unguiculata a inducdo de genes VuJMJs, especialmente da classe KDM3,
no ensaio RD150 foi observada. Assim, sugere-se que esses genes podem estar
associados ao processo de ativacdo de genes que atuam mediante a percepgdo hormonal
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na resposta de defesa propriamente dita do feijao-caupi ao déficit hidrico. Enquanto que
a metilagdo de H3K27 a partir da inducdo dos genes VuSDG da classe I, atua na
ativacdo de genes associados a percepcdo e sinalizacdo do estresse. Alguns estudos
confirmam o importante papel dos genes VuSDGs e VUJMJS na tolerancia a seca em
diferentes espécies vegetais [29,58].

Apesar da sua reconhecida importancia na resposta a estreses bioticos, as funcdes
biolégicas das familias génicas SDGs e JMJs na defesa vegetal sdo limitadas a
organismos como a bactéria Pseudomonas syringae pv tomato DC3000 [75] e os fungos
Uromyces appendiculatus [76] e Botrytis cinerea [77]. Estudos relativos a defesa contra
virus sdo escassos. Em feijdo-caupi, os dados de RNA-Seq mostraram que apenas um
transcrito VuSDG (ambos os ensaios — CABMV e CPSMV) foi induzido ap6s 60
minutos de aplicacdo dos estresses. Para VuJMJs, quatro (ensaio CABMYV, 60 minutos)
e um transcrito (ensaio CPSMV, 60 minutos) foram induzidos. Nenhum transcrito
VuUSDGS e VuJMJs foi, porém, induzido apds 16 h para ambos o0s ensaios. Esses
resultados indicam que alguns elementos da familia VuJMJs podem estar relacionados a
resposta precoce de defesa do feijdo-caupi a injuria e inoculacdo viral quando
comparada a familia VuSDG. Além disso, nossos resultados apontam possiveis alvos a
serem explorados quanto a sua funcdo em resposta a patdgenos. O Unico transcrito
VuJMJs induzido em resposta crosstalk sugere um possivel envolvimento em resposta a
multiplos estresses. Estudos prévios tém mostrado a resposta das JMJs a condi¢bes
adversas em espécies vegetais [75,17,19,18].

A classe V (VuSDGs), PKDMS8 e Jmj-only (VuJMJs) destacaram-se por apresentar
membros induzidos em pelo menos dois ensaios de transcriptdbmica analisados
(desidratacdo radicular e injuria mecéanica e inoculacdo de CABMV). A classe V de
VuSDGs e PKDM8 de VuJMJs, sdo responsaveis por atuarem nos processos de
metilacdo e demetilacdo da marca H3K9me, respectivamente [5,55]. Além disso,
PKDMB8 também pode atuar na demetilacdo de H3K36me, enquanto que a classe Jmj-
only estd associada a demetilacdo de H3K27me [60]. A marca H3K36me foi
previamente relatada por participar da resisténcia a fitopatdgenos, como o fitoplasma
causador da doenca vassoura de bruxa em Paulownia fortunei [19]. Ja a marca H3K9me
estd envolvida na modulacdo de genes relacionados a defesa no feijdo comum
submetido ao fungo Uromyces appendiculatus [76]. Em trigo, foi relatada a participacédo
dos genes TaSDG1a-7A (classe 1) e TaSDG20-3D (classe V) na resposta de defesa a
diferentes estresses, incluindo estresse hidrico, calor e resisténcia a ferrugem da folha
causada pelo Puccinia recondita [29]. Esses genes estdo associados a metilacdo de
H3K9 e H3K27. Sugere-se, portanto, que os genes VuSDGs e VuJMJs envolvidos na
(de)metilacdo das marcas H3K9me, H3K36me e H3K27me podem atuar na regulacao
de genes relacionados as vias de resposta de defesa aos estresses bidticos e abiotico em
feijao-caupi.

5. Conclusoes

O presente trabalho fornece um panorama das familias SDGs e JMJs em V.
unguiculata, bem como informagdes valiosas acerca da caracterizacdo funcional dessas
familias génicas na leguminosa em questdo. Os genes VuSDGs e VuJMJs, classificados
em sete e seis classes, respectivamente, apresentam uma ampla variacdo na estrutura
génica. Os mecanismos de duplicagdo dispersas e WGD/segmental possivelmente
desempenham um papel crucial na expansao desses genes durante a evolucédo do feijao-
caupi, sendo a duplicacdo dispersa a mais predominante para ambas as familias génicas.
Adicionalmente, nossos resultados lancam luz sob novas perspectivas de estudos
relacionados a funcdo dessas proteinas em outras espécies vegetais. A identificacdo dos
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elementos cis-regulatérios e a analise de transcriptomica dos VuSDGs e VuJMJs
revelam, por sua vez, que esses genes podem estar envolvidos na resposta vegetal a
diversos estresses bidticos e abioticos, além daqueles aqui analisados. O perfil de
expressdo diferencial dos VuSDGs e VuJMJs revelou que, em feijao-caupi, essas
familias génicas sdo responsivas tanto ao estresse de desidratacdo radicular quanto a
resposta precoce de defesa a virus, com um gene VuJMJS envolvido na resposta a mais
de um estresse, indicando um possivel crosstalk nessas respostas. Nossos dados
fornecem informacdes valiosas acerca do papel de VuSDGs e VuJMJs nos processos
moleculares e fisioldgicos nessa espécie, sugerindo potenciais alvos biotecnoldgicos na
resposta de defesa do feijdo-caupi. Estudos adicionais sdo, portanto, necessarios para
confirmar a funcionalidade desses genes nos processos de (de)metilacdo de histonas e
sua atuacdo frente a resposta de defesa dessa espécie economicamente importante.
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Resumo: O papel da acetilacdo/deacetilacdo de histonas na regulacdo de diversos
processos bioldgicos, incluindo resposta a condi¢cdes ambientais e interacdes biologicas,
tem sido amplamente descrito em vegetais. Esses processos sao controlados pela agéo
das enzimas acetiltransferases (HATS) e desacetilases (HDACS) de histonas. O presente
estudo propos realizar analises de gendmica e transcriptdmica de HATs e HDACs em
Vigna unguiculata (feijdo-caupi). As HATs e HDACs foram analisadas considerando
suas carcatreristicas estruturais, distribuicbes em todo o genoma, mecanismos de
expansdo gendmica, conservacado entre outras espécies vegetais, além dos padrdes de
expressdo frente a estresses abidtico (desidratacdo radicular) e bidticos (injuria
mecanica seguida de inoculacdo viral CPSMV e CABMV). Caracterizou-se 15 HATs e
16 HDACs. Ambas as familias génicas foram classificadas em quatro classes distintas.
A analise dos mecanismos de expansao dos genes VUHATs e VUHDACS, indicou que o
mecanismo de duplicacao dispersa foi predominante para a expansdo de ambas familias
génicas estudadas. Mecanismos de duplicacdo em tandem e WGD/Segmental também
foram identificados. As razdes Ka/Ks mostraram que todos os genes duplicados em
tandem e WGD/Segmental estavam sob selecdo purificadora. Um alto indice de
conservagdo dessas enzimas foi encontrado nos membros de diferentes familias
vegetais, com destaque para as leguminosas P. vulgaris e P. lunatus. Os elementos cis-
regulatérios presentes em promotores de VUHATs e VUHDACs foram associados a
fatores de transcricdo Dof-type, bHLH, bZIP e ZF-HD, os quais estdo relacionados a
resposta vegetal a condi¢fes adversas como agentes patogénicos (virus e fungos) e seca.
Por fim, os VUHATs e VUHDACs mostraram perfis de expressdo diferencial sob
diferentes estresses escrutinados, sendo observado uma maior participagdo desses genes
na resposta ao estresse de desidratacdo radicular. Apenas um transcrito VUHADC: foi
induzido em resposta a mais de um estresse analisado, sugerindo crosstalk desse
transcrito em respostas a desidratacdo radicular e resposta precoce ao virus CABMV.
Esses resultados fornecem informagOes valiosas para pesquisas adicionais sobre a
evolucdo e a funcdo molecular de VuUHATs e VUHDACS.

Palavras-chave: (de)acetilacdo de histonas; estresses (a)biotico; transcriptbmica.

1. Introducéo

Em organismos eucariotos, 0 DNA genémico encontra-se associado a proteinas
histonas, formando uma estrutura denominada de cromatina. A unidade bésica dessa
associacdo, denominada de nucleossomo, compreende cerca de 147 pares de bases de
DNA circundando um octdmero de histonas. Cada histona contém uma cauda N-
terminal composta por residuos de aminoacidos, os quais sdo substratos para uma
variedade de modificagbes pos-traducionais, incluindo acetilagdo e desacetilagdo [1].
Em plantas, essas modificacbes desempenham papéis cruciais na regulacdo da
expressao génica durante processos desenvolvimentais e de resposta a estresses.

A acetilagdo de histonas em espécies vegetais € catalisada pelas enzimas
acetiltransferases de histonas (HATS). Tal reacdo consiste na adigdo - catalisada por
enzimas acetiltransferases de histonas (HATS) - de grupos acetil a residuos especificos
do aminoécido lisina (K*), sendo eles: K9, K14, K18 e K23, da histona H3; e K5, K8,
K12, K16 e K20, da histona H4 [2]. O mecanismo de acetilacdo de histonas neutraliza a
carga positiva das lisinas localizadas na sua cauda N-terminal, reduzindo a interagdo do
octdmero proteico com o DNA. Esse mecanismo altera a estrutura da cromatina,
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tornando-a mais acessivel & maquinaria transcricional (fatores de transcri¢do) [3]. Por
outro lado, a desacetilacdo das histonas, mediada por desacetilases de histonas
(HDAC:S), consiste na remogdo dos grupos acetil das histonas, aumentando a interacdo
dos componentes da cromatina e consequente represséo ou silenciamento de genes [4].

Em vegetais, as enzimas HATSs sdo classificadas em quatro classes distintas com
base na composicdo de dominios especificos, sendo: a) GNAT (HAG), composta por
um dominio Acetiltransf_1 (PF00583), a qual inclui as subclasses de acetiltransferases
semelhantes a GCN5, ELP3 e HAT1; b) MYST (HAM), que incluem um dominio
MOZ-YBF2/SAS3-SAS2-TIP60 (MYSTs); ¢) HACs (CBP/HAC), semelhantes a
proteina de ligacdo p300/CREB; e d) HAFs (TAFII250/HAF) relacionadas ao fator 1
associado a proteina de ligacdo a TATA [5]. As proteinas HDACSs sdo classificadas em
trés classes distintas com base na similaridade de sequéncias: a) RPD3 / HDAL; b)
SIR2; e ¢) HD2, desacetilases de histonas especificas de plantas [5].

As enzimas HATs e HDACSs tém sido descritas como atores cruciais dos processos
de regulacdo da expressdao de genes que atuam em diferentes processos bioldgicos
vegetais, incluindo resposta a condi¢des adversas como: seca [6,7], frio [8], salinidade
[9], ataque de pat6genos [10], dentre outros. Estudos de gendmica e transcriptdmica dos
genes codificadores de HATs e HDACs tém sido realizados em diversas espécies
vegetais, como Arabidopsis thaliana (L.) Heyn [5], batata [11], videira [12], arroz [13],
tomate [14], lichia [15], soja [16], algoddo [8], trigo [17,10], dentre outras.

O feijdo-caupi (Vinga unguiculata (L.) Walp) é uma das leguminosas mais
consumidas mundialmente, apresentando alto teor proteico, aliado a uma excelente
fonte de vitaminas, sais minerais e fibras [18]. No Brasil, associada a sua importancia
nutricional, essa cultura ainda apresenta um relevante impacto socioecondmico,
representando uma das principais fontes de emprego e renda [18]. Apesar da sua
reconhecida importancia, o feijdo-caupi apresenta severas perdas de produtividade
quando cultivado sob condicBes desfavoraveis. Portanto, compreender os mecanismos
de resposta de defesa do feijdo-caupi a estresses ambientais, incluindo o papel das
HATs e HDACs nesses mecanismos, contribuira para o entendimento de sua fisiologia
molecular e para agdes de melhoramento agrondmico. No entanto, estudos envolvendo a
identificacdo e caracterizacdo, bem como a funcionalidade dos genes HATs e HDACs
em V. unguiculata sob condicfes desfavoraveis sdo inexistentes.

O Cowpea Genomics (CpG), gerenciado pelo nosso grupo de pesquisa, € uma rede
de Dbiotecnologia que dispde de dados transcriptdmicos para cultivares
tolerantes/resistentes do feijao-caupi submetidos a condi¢fes de desidratacdo radicular,
injaria mecanica seguida de inoculacdo viral de CABMV (virus do mosaico transmitido
pelo afideo do feijdo-caupi) e CPSMV (virus do mosaico severo do feijao-caupi). Além
disso, 0 genoma de referéncia do feijdo-caupi foi disponibilizado recentemente [19].
Esses dados de genémica e transcriptbmica permitem a identificacdo e caracterizacdo
funcional dos genes HATs e HDACs em feijdo-caupi sob diferentes condigdes adversas.

Diante do exposto, o presente trabalho objetivou analisar as familias génicas HATs
e HDACs em feijdo-caupi mediante abordagens de gendmica estrutural e
transcriptbmica, esta ultima analisando dados RNA-Seq do CpG. Essas abordagens
permitem tracar um panorama detalhado das HATs e HDACs no genoma do feijéo-
caupi bem como suas respectivas funcionalidades frente a condi¢Ges desfavoraveis,
oferecendo um significativo avangco na tematica das Omicas dessas proteinas na
leguminosa em questéo.
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2. Materiais e Métodos
2.1. GenGmica
2.1.1 Identificacdo e mineragéo de loci codificadores de VUHAT e VuHDAC

Sequéncias previamente caracterizadas das familias acetiltransferases e
desacetilases de histonas, foram recuperadas dos bancos de dados NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e  UniProt  (https://www.uniprot.org/).  Essas
sequéncias, pertencentes as espécies A. thaliana, Oryza sativa L., Zea mays L.,
Medicago truncatula L., dentre outras, foram utilizadas na identificacdo de VUHAT
(Vigna unguiculata acetiltransferases) e VUHDAC (Vigna unguiculata desacetilases)
(Material S1-2) no genoma do feijao-caupi. Para isso, foram realizados alinhamentos
BLASTp (e-value < €% contra o proteoma putativo de feijdo-caupi. Apenas a
sequéncia de peptideo mais longo
(Vunguiculata_540 v1.2.protein_primaryTranscriptOnly.fa.gz; banco de dados
Phytozome V13), para cada gene do feijdo-caupi, foi usada. Os identificadores das
proteinas recuperadas estdo associados ao seu respectivo locus.

Para a confirmacgdo da presenca dos dominios conservados nos genes VUHAT e
VUHDAC candidatos, os bancos de dados Pfam (pfam.xfam.org/) e Conserved Domain
Database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd/) foram utilizados. A mesma metodologia
foi empregada para identificar os VUHAT e VUHDAC nas bibliotecas RNA-Seq do
CpGC. Para os transcriptomas, além das sondas acima mencionadas também foram
utilizadas sequéncias proteicas das VUHAT e VUHDAC identificadas e caracterizadas
no genoma de V. unguiculata.

2.1.2. Classificacdo dos genes VUHAT e VuHDAC

Os genes VUHAT e VUHDAC identificados foram classificados com base em duas
estratégias distintas:

a) identificacdo de dominios caracteristicos das respectivas classes das familias
génicas analisadas;

b) analise fenética, utilizando-se sequéncias proteicas curadas de A. thaliana,
contendo os dominios caracteristicos referente as diferentes classes de HAT e HDAC.
Essas sequéncias foram alinhadas com as VUHAT e VUHDAC candidatas, utilizando
ClustalW [20]. A arvore fenética foi obtida pelo método Neighbour Joining (NJ) [21],
através do software MEGA 7, com bootstrap de 1000 repeti¢cdes [22]. De acordo com a
topologia da arvore fenética, as VUHAT e VUHDAC foram classificadas a partir de
classificacbes previamente estabelecidas em A. thaliana.

Os genes VUHAT e VUHDAC candidatos que atenderam aos dois critérios de
classificacdo descritos em ‘a’ e ‘b’ foram considerados como bona-fide VUHAT e
VuHDAC.

2.1.3 Caracteristicas dos genes VUHAT e VUHDAC

Para a caracterizagdo dos genes VUHAT e VUHDAC, o Genestats script
(https://gist.github.com/darencard/fch32168c2430b92734e85c5f8b59alc3), foi utilizado,
analisando-se os seguintes parametros: (1) comprimento da sequéncia transcrita; (2)
namero de éxons; (3) comprimento total da sequéncia dos éxons; (4) nimero de introns;
(5) comprimento total da sequéncia dos introns; (6) numero de CDS; (7) comprimento
total da sequéncia CDS; (8) numero de sequéncias 5° UTR; (9) comprimento total da
sequéncia 5° UTR; (10) nimero de sequéncias 3> UTR e; (11) comprimento total da
sequéncia 3' UTR. O numero de dominios das familias analisadas foi anotado de acordo
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com a identificagdo realizada pelos bancos de dados Pfam e Conserved Domain
Database (item 2.1.1).

As caracteristicas estruturais dos VUHAT e VuHDAC foram graficamente
representadas pelo site Gene Structure Display Server (GSDS 2.0)
(http://gsds.cbi.pku.edu.cn) [23].

2.1.4 Propriedades proteicas e predicdo da localizagdo subcelular

O peso molecular (MW) e o ponto isoelétrico (pl) para todas as proteinas VUHAT e
VUHDAC codificadas no genoma do feijdo-caupi [19] foram preditos por meio da
ferramenta online JVir Gel [24]. A localizagdo subcelular das VUHAT e VuHDAC
foram determinadas mediante emprego da ferramenta CELLO [25].

2.1.5 Mecanismos de expansédo dos genes VUHAT e VUHDAC

Os mecanismos de duplicacdo associados a expansdo das familias génicas aqui
analisadas foram determinados via software MCScanX [26]. Os seguintes mecanismos
foram categorizados: duplicacdo dispersa, em tandem, proximal, segmental (ou
WGD/segmental). Genes que ndo apresentaram copias duplicadas foram categorizados
como singletons.

2.1.6 Taxas de substituices sinénimas (Ks) e ndo-sinbnimas (Ka) para genes
duplicados via mecanismos WGD/segmental e tandem

Ks e Ka, bem como a razdo Ks/Ka, foram determinadas para genes que sofreram
duplicacdes do tipo WGD/segmental ou tandem. Para tal, o software ClustalW 2.0 [20]
foi utilizado para alinhar as sequéncias completas de genes codificadores de VUHAT e
VUHDAC que foram duplicados via WGD/segmental ou tandem. Em seguida, as taxas
de Ka e Ks foram calculadas, com base na tabela do cddigo genético, via método Nei —
Gojobori (modelo Jukes-Cantor), implementado no MEGA 7 [22].

A razdo Ka/Ks € um indicador da pressao de selecdo em genes ou regides génicas.
Se o valor for inferior a '1', os pares de genes duplicados podem estar submetidos a
selecdo purificadora (também chamada de selecdo negativa; resulta na conservacdo da
sequéncia de aminoacidos). Se a razdo Ka/Ks for igual a '1', significa que a selecdo €
neutra (auséncia de selecdo). Adicionalmente, se essa razdo for maior que '1', significa
que a selecdo é positiva (o que leva ao surgimento de diferentes peptideos).

2.1.7 Ortologia dos loci de VUHAT e VUHDAC em diferentes espécies de Viridiplantae

Para a identificacdo da ortologia, utilizou-se informacdes disponiveis na base de
dados Phytozome (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html). Na secdo Biomart
(interface BioMart alocada na base de dados Phytozome), foi criada uma query, em
forma de lista, com as identidades dos genes analisados em relacéo a todos os genomas
montados e anotados para as espécies de Viridiplantae.

Esse resultado foi oriundo de ag¢Oes do software InParanoid [27], que usa scores de
similaridade pairwise calculados utilizando o NCBI-Blast, entre dois proteomas
completos para a construcao de grupos ortologos, seguindo os critérios de similaridade
de [28].
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2.1.8 Mineracéo e identificacdo de elementos cis-regulatdrios candidatos

Sequéncias de regides promotoras (1.0 kb) de genes codificadores de VUHAT e
VUHDAC foram obtidas no banco de dados Phytozome v.12.1.6
(https://phytozome.jgi.doe.gov), via API (Application Programming Interface).

Os motivos (elementos cis-regulatérios candidatos, ou CCRES), em cada promotor,
foram minerados via software MEME v5.0.3 (http://meme-suite.org/tools/meme) [29].
Para essa mineracdo dos CCREs, o modo classico foi utilizado. Para cada motivo
identificado, ha um e-value correspondente. No presente trabalho, adotou-se o e-value <
1072 como ponto de corte para a caracterizagdo de bona fide CCREs. O nlimero maximo
de motivos analisados foi 10, contendo entre seis a 50 nucleotideos de extenséo.

Para designar um determinado fator de transcricdo (TF) aos bona fide CCREs
minerados, o software TomTom v4.11.2 (http://meme-suite.org/tools/tomtom) [30],
acoplado ao banco de dados JASPAR (file: JASPAR2018 CORE_plants_non-
redundant), foi usado. Tal banco de dados apresenta informacdes sobre perfis de ligagao
de fatores de transcricdo a CCREs experimentalmente validados. O software TomTom
alinha os CCREs identificados pelo software MEME contra CCRESs anotados da base de
dados JASPAR. Os alinhamentos foram avaliados por meio dos critérios estatisticos p-
value (cut-off < 10?%) e g-value (false discovery rate, FDR cut-off < 10?). As
identidades dos TFs associadas aos bona fide CCREs foram relacionadas ao melhor
alinhamento obtido (best-hit).

2.2. Transcriptomica
2.2.1. Material bioldgico, desenho experimental e aplicacéo do estresse
2.2.1.1. Ensaio de desidratacao radicular

Sementes de V. unguiculata cv. Pingo de Ouro (tolerante ao déficit hidrico e a seca;
[31,32] foram tratadas com Thiram (tetramethylthiuram disulfide) a 0,05% (w/w) e
germinadas durante dois dias, sob condic¢des controladas (25 °C £ 1 °C de temperatura e
65% + 5% de umidade relativa). Apos isso, as mudas foram transferidas para um
sistema hidropdnico [33], contendo solucdo nutritiva aerada e balanceada com pH 6,6
[34]. As plantulas foram colocadas em suportes, de modo que as raizes das mudas
ficassem completamente imersas na solugé@o hidroponica. As plantulas foram cultivadas
por trés semanas (estdgio de desenvolvimento V3) em casa de vegetacdo, sob
fotoperiodo natural de aproximadamente 13/11 h de ciclo claro/escuro, temperatura de
30 £ 5 °C e 60 £ 10% de umidade relativa. ApOs esse periodo, o tratamento de
desidratacdo da raiz foi iniciado, retirando-se a solucéo nutritiva das plantas tratadas. As
raizes foram coletadas apds 25 min (RD25), 75 min (RD75) e 150 min (RD150) apds a
remocao da solucdo. O tecido foi imediatamente congelado em nitrogénio liquido e
armazenado a -80 °C, até extracdo do RNA. Cada acesso submetido ao tratamento
continha seu respectivo controle negativo (Cont.25 'e Cont.150"), o qual foi mantido em
solugé@o nutritiva e posteriormente coletado. Foi realizado delineamento experimental
fatorial (cultivar vs extensdo do periodo de desidratacdo da raiz) com trés RBs por
condicdo analisada. Cada réplica bioldgica (RB) foi composta por dois individuos.

A partir de analises fisiologicas (dados ndo publicados), 0s contrastes de expressdo
‘RD25 vs Cont.25” (T25) e ‘RD150 vs Cont.150° (T150) foram selecionados para a
construcdo das bibliotecas de RNA-Seq.

As sementes do gendtipo 'Pingo de Ouro' do feijdo-caupi (ID: Pingo_de Ouro_
1 2) foram formalmente obtidas do ‘Banco Ativo de Germoplasma de Feijao-caupi’ do
Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA; Recife - Pernambuco - Brasil). O Prof. Dr.
Antbnio Félix da Costa (IPA) foi o responsavel por identificar a espécie/gendtipo.



135

2.2.1.2 Ensaio de injuria mecénica e inoculacéo viral

O experimento de injaria mecéanica seguida de inoculacdo com os virus CABMV
(Cowpea aphid-borne mosaic virus) ou CPSMV (Cowpea severe mosaic virus) foi
realizado, em condicGes controladas, em casa de vegetagdo no IPA. Para 0 ensaio com
CABMYV, foi utilizado o gendtipo resistente IT85F-2687 [35,36]. Ja para 0 ensaio com
CPSMV, foi utilizado o gendétipo resistente BR-14 Mulato [37]. O procedimento
experimental para ambos os ensaios foi conduzido isoladamente, utilizando os mesmos
processos e desenho experimental. Os acessos foram semeados e cultivados por 21 dias
(estagio de desenvolvimento V3), sob fotoperiodo natural e temperatura variando entre
28 a 32 °C. Para a inoculacdo viral, as folhas componentes dos trifélios mais jovens
foram previamente submetidas a injaria mecénica com carborundum (carbeto de
silicio), o que permitiu a penetracdo do virus no interior do vegetal. Posteriormente, foi
aplicado o ino6culo viral nos respectivos gendtipos. Cada tratamento continha seu
respectivo controle negativo (sem injdria mecénica e sem indculo viral). As coletas
foram realizadas em dois tempos distintos ap6s o tratamento injaria mecanica |
inoculacdo viral: 60 minutos e 16 horas. Ao final de cada tempo, os tecidos foliares dos
tratamentos e respectivos controles foram, imediatamente, coletados e congelados em
nitrogénio liquido. Posteriormente, foram armazenados a -80 °C, até extracdo do RNA
total. O desenho experimental executado foi do tipo fatorial (cultivar vs extensdo do
periodo de inoculagdo), com trés RBs por condi¢do analisada, sendo cada RB composta
por cinco plantas. Cada tratamento foi realizado em area isolada, a fim de evitar o
impacto dos compostos volateis utilizados para comunicacdo entre as plantas. As
sementes dos genotipos 'IT85F-2687' e 'BR-14 Mulato' do feijao-caupi foram
formalmente obtidas do 'Banco Ativo de Germoplasma de Feijdo-caupi' do IPA. O Prof.
Dr. Antdnio Félix da Costa (IPA) foi o responsavel por identificar a espécie/gendtipo.

A expressao génica diferencial dos dois ensaios apresentados neste item ocorreu em
resposta a uma combinacdo de dois estresses: injaria mecanica e inoculacdo viral. Os
virus de plantas sdo incapazes de iniciar um processo infeccioso sem auxilio de uma
injaria mecanica inicial, seja oriunda de um organismo vetor ou oriunda de praticas
agricolas, por exemplo. Segundo [38] os virus que infectam vegetais ndo possuem
receptores celulares especificos, diferentemente dos bacteriéfagos e de virus que
infectam animais. Assim, o conjunto 'injdria mecénica e inoculacdo viral' visa simular o
processo infeccioso em um ambiente natural.

2.2.2 Bibliotecas de RNA-Seq: sintese e sequenciamento

O RNA total foi isolado utilizando o kit ‘SV Total RNA Isolation System’
(Promega, US), seguindo as instrucdes do fabricante. A concentracdo e a qualidade do
mesmo foram avaliadas por meio NanoDrop, gel de Agarose (1,5%) e pelo ‘Agilent
2100 Bioanalyzer’ (Agilent Technologies, EUA). Apenas as amostras de RNA com
integridade (RIN) > 8,0 foram sequenciadas. O kit ‘RNAm TruSeq® Stranded LT-Set
A’ (RS-122-2101) (Illumina, San Diego, CA, EUA) foi utilizado para purificagdo do
RNA mensageiro (MRNA) e para a construcdo de bibliotecas de DNA complementar
(cDNA), de acordo com as instrucdes do fabricante. Reads paired-end, com extensdo de
100 pb, foram geradas via sistema Illumina HiSeq 2500, empregando-se 0s seguintes
kits: ‘HiSeq® Rapid PE Cluster Kit v2’ (PE-402-4002); ‘SBS Kit v2’ (200 Cycle; FC-
402-4021); e ‘TruSeq® Stranded mRNA LT - Set A’ (RS-122-2101). O
sequenciamento dos transcriptomas dos trés genotipos de feijdo-caupi foi realizado no
Centro de Genémica Funcional da Universidade de Sdo Paulo (Séo Paulo, Brasil).
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2.2.3 Montagem das bibliotecas de RNA-Seq e analise de expressao diferencial

As 12 bibliotecas de RNA-Seq sequenciadas para o ensaio de desidratacdo radicular
foram agrupadas com as 12 bibliotecas do ensaio 'injaria mecénica e inoculagdo viral
por CABMV', além de 12 do ensaio de ' injuria mecénica e inoculagdo viral por
CPSMV'. Essa montagem conjunta permitiu obter transcritos maiores e mais robustos.
Setenta e duas réplicas (12 bibliotecas para desidratacdo radicular + 12 bibliotecas para
CABMYV + 12 bibliotecas para CPSMV, com duas réplicas técnicas para cada ensaio)
foram submetidas ao pipeline: as reads brutas foram montadas por meio do projeto
GenPipes [39] ‘RNA-Seq de novo pipeline” versdo 3.1.3 - da Universidade McGill e
Génome Québec Innovation Centre (C3G). Todas as analises de expressao génica foram
realizadas, de maneira independente, para cada ensaio (desidratacdo radicular; injaria
mecanica + inoculacdo por CABMV; injuria mecénica + inoculacdo por CPSMV). Tal
acao foi realizada pela ferramenta edgeR (Robinson et al., 2010), implementada no
pipeline GenPipes. Os transcritos que apresentaram -1 > Log2FC > 1, p < 0,05 e FDR <
0,05 foram considerados diferencialmente expressos.

3. Resultados

3.1. Genbmica
3.1.1. Identificacdo e classificacdo de VUHAT e VUHDAC no genoma do feijao-caupi

Dezesseis genes codificadores de acetiltransferases de histonas (denominados
VUHAT) foram identificados no genoma do feijdo-caupi. Com base na identificacdo de
dominios especificos e seguindo a classificacdo de A. thaliana, os 16 VUHATSs foram
inicialmente classificados em quatro classes distintas: GNAT; MYST (HAM);
CBP/HAC; e TAFII250/HAF. A classe GNAT, representada por HAG, foi subdividida
nas subclasses ELP3, HAT1, HPA2 e GCN5. O gene VUHAC apresentou, além do
dominio catalitico Acetyltransf 1 (PF00583), um dominio BRCT (PF00533) ndo
identificado na familia em questdo. Assim, ndo foi possivel estabelecer uma
classificacdo para esse gene. As informac6es especificas para os 16 VUHATS, incluindo
seus IDs, classes/subclasses e dominios conservados estdo apresentadas na Tabela S1.

A classificacdo das VUHATS baseada na identificacdo de dominios especificos foi
validada a partir da analise fenética incluindo as sequéncias das proteinas VUHATS e
sequéncias de HATSs de A. thaliana (AtHATS). Os membros VUuHATSs foram agrupados
em oito grupos distintos correspondentes as quatro classes de HATs (GNAT; MYST;
CBP/HAC; e TAFII250/HAF), seguindo-se a classificacdo da familia HAT em A.
thaliana (Figura 1). Assim, foi possivel validar a classificagdo dos membros
VUHDACS previamente realizada a partir da identificacdo de dominios especificos. Um
gene VUHAT néo foi agrupado em nenhum grupo, sendo classificado como membro
‘desconhecido’ (UNK) e consequentemente retirado das analises posteriores. Os 15
VUHATS restantes foram classificados como bona fide VUHATS distribuidos entre as
quatro classes distintas de HATS, sendo GNAT a mais abundante no genoma do feijao-
caupi, com nove genes. Ja a classe TAFII250/HAF foi a menos abundante, com apenas
um gene.



137

Phenetic Analysis Domain - HAC Classification
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Figura 1. Arvore fenética geradas a partir das sequéncias das proteinas HAT de Arabidopsis
thaliana e Vigna unguiculata. Cada classe esta destacada em retangulos com cores diferentes.
Formas geométricas na cor cinza representam os diferentes dominios das proteinas HAT
ancorados nas sequencias analisadas. As subclasses e classes sdo, respetivamente, 0s elementos
mais a direita da figura. Os valores nos nos representam o bootstrap (1000 repeticoes).

Além do quantitativo exposto, foi possivel identificar 17 genes codificadores de
desacetilase de histonas. Tais genes foram descritos como VUHDAC. Com base na
identificacdo de dominios especificos, os 17 VUHDACs foram classificados em trés
classes distintas: RPD3/HDAL; HD2; e SIR2. As informagdes especificas para os 17
VUHDACGCS, incluindo seus IDs, classes/subclasses e dominios conservados estdo
apresentadas na Tabela S2. A classificacdo realizada a partir da identificacdo de
dominios especificos foi contrastada por uma andlise fenética, incluindo as sequéncias
das proteinas HDACs identificadas no genoma do feijdo-caupi e sequéncias de A.
thaliana. Os membros VUHDACs foram agrupados em quatro grupos correspondentes
as trés classes distintas (RPD3/HDAL; HD2; e SIR2), seguindo-se a classificacdo da
familia HDAC em A. thaliana (Figura 2). Assim, foi possivel validar a classificacdo
dos membros VUHDACSs previamente realizada a partir da identificacdo de dominios
especificos. O gene VUHDA12 apresentou divergéncia entre as classificacdes, sendo
classificado como elemento ‘desconhecido’ (UNK). Dessa forma, tal gene foi retirado
das analises subsequentes. Os 16 VUHDACS restantes foram classificados como bona
fide VUHDACS distribuidos entre as trés classes distintas de HDACs, sendo a classe
RPD3/HDAL a mais abundante no genoma do feijdo-caupi, com 11 genes. Ja a classe
SIR2 foi a menos abundante, com dois genes.
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Phenetic Analysis Domain - dHAC Classification
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Figura 2. Arvore fenética geradas a partir das sequéncias das proteinas HDAC de A. thaliana e
V. unguiculata. Cada classe estd destacada em retdngulos com cores diferentes. Formas
geomeétricas na cor cinza representam os diferentes dominios das proteinas HDAT ancorados
nas sequencias analisadas. As subclasses e classes sdo, respetivamente, os elementos mais a
direita da figura. Os valores nos n6s representam o bootstrap (1000 repeticoes).

Com relacdo a distribuicdo gendmica, os 15 VUHATSs foram ancorados em nove
dos 11 cromossomos do feijdo-caupi, ndo sendo observados nos cromossomos 3 e 6
(Tabela S3; Figura 3). Alguns loci foram ancorados nas regifes terminais dos
cromossomos 5, 8 e 10, como VUHAC1, VUHAG4 e VUHACS3, respectivamente. Além
disso, quatro loci foram ancorados na regido pericentromérica dos cromossomos 1, 2, 5
e 9 (VuHAM1, VUHAC2, VUuHAGS5 e VUHAGL, respectivamente). J& os 16 VUHDACs
foram ancorados em oito dos 11 cromossomos do feijdo-caupi, ndo sendo observados
nos cromossomos 4, 7 e 10 (Tabela S4; Figura 3). Dois loci (VuHDA3 e VuHDA1)
foram ancorados nas regides terminais dos cromossomos 2 e 9. Os cromossomos 4, 7 e
10 foram ancorados apenas por genes VUHAT, enguanto que o cromossomo 6 foi
ancorado exclusivamente por um gene VUHDACS (Figura 3).
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Figura 3. Distribuicdo cromossémica dos loci VUHATSs e VUHDACSs no genoma do feijdo-caupi. As posicGes dos genes em questdo estdo indicadas ao longo
dos cromossomos em nomes em vermelho (VUHATS) e em azul (VuHDACSs). Os centrémeros dos 11 cromossomos de V. unguiculata estdo representados por
circulos em verde escuro. O tamanho de cada cromossomo esté de acordo com a escala lateral esquerda, em Mb.
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3.1.2 Estrutura dos genes VUHATSs e VUHDACS e caracterizagdo das propriedades das
proteinas

Para a compreensdo das caracteristicas estruturais dos genes VUHATs e
VUHDACSs, 12 parametros foram analisados (Tabela S5-6). As estruturas génicas
(introns, CDS e regides UTR) dos 15 VUHATs e 16 VUHDACSs estdo representadas
esquematicamente na Figura 4. Esta secdo abordara o nimero de éxons e introns, 0s
quais séo considerados mais informativos biologicamente.

Os genes VUHATS apresentaram diferentes nimeros de éxons, variando de dois a
20 (Tabela S5; Figura 4). Esses genes apresentaram pelo menos um intron em suas
respectivas estruturas. A analise das caracteristicas estruturais intraclasses permitiu
identificar que o nimero de éxons e introns apresentaram pouca variagdo dentro de cada
classe. De maneira geral, as estruturas génicas analisadas foram conservadas entre 0s
genes agrupados na mesma classe (Figura 4A, Tabela S5). Na anélise envolvendo os
genes VUHDACS, também houve variacdo no nimero de éxons (3-18) e introns (2-17),
sendo a classe RPD3/HDA1 a mais varidvel, com numero de éxons variando de 3-18 e
introns de 2-17 (Figura 4B; Tabela S6).
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Figura 4. Estruturas génicas dos genes VUHATSs (A) e VUHDACSs (B). Diferentes classes de
VUHATSs e VUHDAC:S estdo identificadas em retangulos, sendo cada cor correspondente a uma
classe especifica. CDS, UTRs e introns estdo representados por retangulos amarelo, retangulos
azul e linhas pretas, respectivamente.

As 15 proteinas VUHATS apresentaram diversidade estrutural entre si. Os seus
respectivos tamanhos variaram de 114 a 1725 aminoacidos. Os pls das VuHATSs
variaram de 4,96 a 9,76, com MWs variando de 21,67 a 196,10 KDa. Quanto a
localizacdo subcelular, foi possivel identificar a distribuicdo das VUHATS em quatro
compartimentos celulares distintos: cloroplasto (trés VuHATS), mitocondria (trés),
membrana plasmatica (uma) e nucleo (8) (Tabela S7).
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Em relacéo as proteinas VUHDACS do feijao-caupi, foi observado uma diversidade
estrutural entre si, com tamanhos variando de 297 a 656 residuos de aminoacidos. Os
pls variaram de 4,45 a 9,04, enquanto os MWs variaram de 32,27 a 72,92 KDa. No que
tange a distribuicdo subcelular predita, as proteinas VUHDACs foram distribuidas em
maior quantidade no nudcleo (9). Outros compartimentos celulares identificados para
VUHDACSs foram: citoplasma (quatro), cloroplasto (duas) e mitocondria (uma) (Tabela
S8).

3.1.3 Analise dos mecanismos de duplicacdo dos genes VUHATs e VUHDACs no
genoma do feijdo-caupi

De acordo com a analise dos mecanismos de duplicacdo, nenhum membro VUHATS
teve origem a partir de mecanismos de duplicacdo proximal. Apenas quatro genes,
pertencentes as classes GNAT e TAFII250/HAF, foram considerados singletons
(Figura 5A; Tabela S9). Foi observado um evento de duplicagdo em tandem
envolvendo dois genes VUHATS no genoma do feijdo-caupi. Esses sdo pertencentes a
classe GNAT (Figura 5A). Além disso, dois genes expandidos a partir do mecanismo
de duplicacdo WGD/segmental foram identificados, ambos pertencentes a classe
CBP/HAC (Figura 5A). Por fim, seis VUHATSs foram duplicados por mecanismos de
duplicacdo dispersa, sendo representados exclusivamente por membros das classes
GNAT e MYST (Figura 5A; Tabela Suplementar 11). Esse mecanismo de duplicacéo
foi responsavel por 40% dos mecanismos de expansdo dos VUHATs no genoma do
feijdo-caupi.

GNAT
MYST
CBP/HAC

TAFII250/HAF

I T I I T 1

Quantitative of VuIIATs

® Singleton ® Dispersed Tandem WGD/Segmental

HD2

SIR2

RPD3I/HDA1

I T T T T T 1
0 25 5 75 10 125 15

Quantitative of VaHATs

@ Singleton ® Dispersed @ Proximal © WGD/Segmental

Figura 5. Quantificagdo dos principais mecanismos de expansdo das diferentes classes das
proteinas VUHATs (A) e VUHDACs (B) identificadas no genoma do feijdo-caupi. O eixo x
representa as diferentes classes de proteinas, enquanto o €ixo y representa o seu quantitativo.
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Em relacdo aos VUHDACS, nenhum membro teve origem a partir de mecanismos
de duplicacdo em tandem. Apenas dois genes VUHDACS, pertencentes a classe SIR2,
foi considerado singletons (Figura 5B). Um gene VUuHDACs foi duplicado por
mecanismo de duplicacdo proximal, sendo representado pela classe RPD3/HDAL.
Quatro eventos de duplicagdo WGD/segmental envolvendo 5 genes VUHDACs foram
observados no genoma do feijdo-caupi (Tabela S10). Esses genes foram identificados
nas classes HD2 e RPD3/HDA1 (Figura 5B). Adicionalmente, 8 genes VUHDACs
tiveram origem por duplicacdo dispersa, sendo considerado o principal mecanismo de
expanséo dos VuHDACs no genoma do feijdo-caupi.

3.1.4 Analise de pressdo de selecdo de VUHATs e VUHDACSs duplicados em tandem e
WGD/segmental

A razdo entre a taxa Ka (taxa de mutacdo ndo sinénima) e Ks (taxa de mutacao
sinbnima) foi analisada para os genes VUHATs duplicados em tandem ou
WGD/Segmental, bem como os quatro pares de genes VUHDACs duplicados por
WGD/Segmental. Os valores de Ka/Ks para os VUHAT duplicados em tandem e
WGD/Segmental foram, respectivamente, 0,40 e 0,19, enquanto que os VUHDACS
variaram entre 0,72 e 0,88 (Tabela S11). Todos os pares de genes de VUHATS e
VUHDACs analisados apresentaram Ka/Ks < 1, sugerindo que estdo sob selecdo
purificadora.

3.1.5 Genbmica comparativa dos genes VUHATs e VUHDACS

A andlise de ortologia demonstrou conservacdo dos genes VuHATSs e VUHDACS
no genoma de varias espécies de Viridiplantae (Tabela S12-13). As 10 espécies com
maiores niveis de ortologia com o feijdo-caupi estdo representadas na Figura 6A-B.
Dentre os genomas analisados, as espécies da familia Leguminosae destacaram-se por
apresentar maiores indices de loci VUHATSs ort6logos, sendo Phaseolus vulgaris L.
(93,3%), Phaseolus lunatus L. (86,6%), Trifolium pratense L. (73%), Phaseolus
acutifolius L. (66,6%), Medicago truncatula L. (66,6%), Lotus japonicus (Regel)
K.Larsen (66,6%) e Cicer arietinum L. (60%) (Figura 6A).
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Figura 6. Quantificacdo dos loci conservados de HATs (A) e HDACs (B) entre as 10 espécies vegetais com maiores indices de ortologia no genoma do feijao-
caupi. As familias estdo representadas por letras em circulos, sendo: Fa (Fabaceae); My (Myrtaceae); Br (Brassicaceae); Ru (Rutaceae); Cu (Cucurbitaceae);
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génica, em cada espécie analisada, em relagdo ao feijdo-caupi, estdo presentadas acima das barras.
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Na anélise das VUHDACS, os 16 loci feijdo-caupi apresentaram ortélogos no genoma
da espécie P. vulgaris (100% de conservacdo). Assim como VuHATs, VuHDACs
apresentaram maiores indices de ortdlogos no genoma das espécies da familia
Leguminosae, sendo: P. lunatus (93,7%), L. japonicus (87,5%), M. truncatula (75%), C.
arietinum (75%) e T. pratense (75%) (Figura 6B).

3.1.6 Mineracdo de CCREs nos promotores dos genes VUHATs e VUHDACs

Os genes que codificam HATs e HDACs em feijdo-caupi tiveram seus promotores
analisados em relacdo a identificacdo de CCREs (Figura 7 e 8; Tabela S14). Identificou-
se dois bona fide CCREs nos promotores dos genes VUHATS. Esses elementos cis-
regulatérios foram associados a classe de TFs C2H2, o qual pertence a familia Dof-type
(JASPAR ID MA1381.1; MA1274.1). O CCRE mais abundante foi identificado em 50
sitios distintos.
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Figura 7. Localizagdo e identificagdo dos CCREs, motivos consenso e TFs associados nos
promotores dos genes VUHATSs. No painel superior, para cada VUHATSs analisado (esquerda), os
motivos sdo identificados em toda sua extensdo génica. No painel central, o consenso dos motivos
e suas respectivas simbologias (cores) sdo identificados. No painel inferior, os CCREs bona fide
estdo representados por retangulos nas cores vermelho e azul escuro.
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J& os promotores de VUHDACSs apresentaram trés bona fide CCREs associados as
seguintes familias de TFs: bHLH (JASPAR ID MA1050.1), bZIP (JASPAR ID
MA1344.1) e ZF-HD (JASPAR ID MA1327.1), sendo os CCREs associados ao TF bHLH
0 mais abundante, identificado em 15 sitios (Figura 8).
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Figura 8. Localizagdo e identificagdo dos CCREs, motivos consenso e TFs associados nos
promotores dos genes VUHDACs. No painel superior, para cada VUHDACS analisado (esquerda),
0s motivos sdo identificados em toda sua extensdo génica. No painel central, o consenso dos
motivos e suas respectivas simbologias (cores) sdo identificados. No painel inferior, os CCREs
bona fide estdo representados por retdngulos nas cores vermelho, azul claro e verde.

3.2 Transcriptdmica de VuHATs e VUHDACs
3.2.1 Ensaio de desidratagéo radicular

Para analisar a expressdao dos transcritos VUHATs e VUHDACs no ensaio de
desidratacéo radicular, dois tratamentos foram analisados, sendo eles: 25 minutos (RD25) e
150 minutos (RD150) apds aplicacédo do estresse de desidratacdo radicular (Figura 9). Em
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RD25, oito VuHATs foram diferencialmente expressos, sendo dois induzidos e seis
reprimidos. J& em RD150, apenas transcritos induzidos foram identificados (7) (Tabela
S15; Figura 9A). O quantitativo de transcritos induzidos foi superior em RD150,
sugerindo uma maior participacdo desses transcritos em momentos mais intensos do
estresse em questdo. Cinco transcritos VUHATS foram compartilhados em ambos os
tempos observados, sendo identificados como reprimidos no tratamento RD25 e induzidos
em RD150.

Os transcritos VUHATSs induzidos foram distribuidos em trés classes distintas:
CBP/HAC, GNAT e MYST, sendo GNAT e MYST observadas em ambos os tempos
analisados. Em contraste, transcritos VUHATSs da classe CBP/HAC foram induzidos
exclusivamente no tratamento RD150, sugerindo uma resposta temporal especifica.
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Figura 9. Heat-Map ilustrando a modulacdo dos transcritos que codificam VuHATs (A) e
VUHDACSs (B) diferencialmente expressos em ao menos um tratamento (RD25 ou RD150), ap6s
aplicagdo do estresse de desidratacdo radicular.

Para os VUHDACSs, em RD25, 10 transcritos foram diferencialmente expressos, sendo
trés induzidos e sete reprimidos (Figura 9B). Em relacdo a RD150, 13 transcritos
diferencialmente expressos foram identificados. Desses, trés foram induzidos e 10
reprimidos. Os transcritos induzidos foram exclusivos em cada tratamento (RD25/RD150).
As trés classes de deacetilase de histonas apresentaram transcritos induzidos em resposta
ao estresse de desidratacdo radicular, sendo elas: RPD3/HDAL; HD2; e SIR2. Dessas,
apenas RPD3/HDAL apresentou transcritos induzidos em ambos os tratamentos analisados
(Tabela S16). Ja as classes HD2 e SIR2 apresentaram transcritos exclusivamente
induzidos em RD150. Adicionalmente, ressalta-se que, em RD150, nenhum VuHATS foi
reprimido, enquanto maioria (~77%) dos VUHDACs foram reprimidos.

3.2.2 Ensaios de injaria mecénica seguida de inoculagdo viral

Nenhum transcrito VUHAT foi induzido para o tempo de 16 h em ambos 0s ensaios
de injuria mecénica seguida de inoculagdo viral. Ja no tempo de 60 minutos, apenas um
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transcrito, pertencente a classe GNAT, foi induzido no ensaio de injdria mecénica e
inoculacdo por CPSMV (Tabela S15). Nao foi identificado nenhum transcrito VUHAT
diferencialmente expresso no ensaio de injuria mecanica e inoculagdo por CABMV.

Em relacdo aos transcritos VUHDACs, ndo foi possivel identificar transcritos
diferencialmente expressos no ensaio de injaria mecanica e inoculacdo por CPSMV
(Tabela S16). Ja para o ensaio de injuria mecanica e inoculacdo por CABMV, um
transcrito foi induzido em 60 minutos e outro reprimido no tratamento de 16 h. Esses
resultados sugerem que ambas as familias génicas identificadas tendem a apresentar uma
participagdo reduzida na resposta ao estresse de injuria mecénica seguida de inoculacéo
viral em feijao-caupi.

3.2.3 Crosstalk entre os estresses de desidratacdo radicular e resposta precoce de defesa a
CABMV e CPSMV

Os transcritos VUHATSs diferencialmente expressos foram exclusivos para cada
ensaio, ndo sendo observado transcritos diferencialmente expressos compartilhados
(crosstalk). Em relagdo aos transcritos VUHDACS, um transcrito induzido no ensaio
‘injiria mecanica e inoculagdio de CABMV’ foi compartilhado com o ensaio de
desidratacdo radicular, demonstrando sua participagdo na resposta a ambas condicOes
mencionadas. No entanto, estudos adicionais sdo necessarios para confirmar o possivel
papel desse transcrito.

4. Discussao

4.1 Mineracao e caracterizacgao estrutural de VuHATs e VUHDACSs no genoma do feijao-
caupi

As familias dos genes HATs e HDACs vém sendo identificadas e analisadas em
diferentes espécies vegetais, como A. thaliana (12 HAT e 16 HDAC) [5], Oryza. sativa L.
(oito HAT) [13], tomate (32 HATs e 15 HDAC) [40], lichia (seis HATs e 11 HDAC:S)
[15], soja (28 HDACs) [16], Quercus suber L. (oito HAT e 22 HDAC) [41] e Triticum
aestivum L. (31 HATs e 49 HDACs) [10,17]. O presente estudo identificou e caracterizou
15 genes VUHATSs e 16 VUHDACSs no genoma do feijdo-caupi, sendo a primeira anélise
que abrange todos os genes HATs e HDACs de V. unguiculata (VUHATs e VUHDACS).
Além disso, ndo ha andlises semelhantes para outras espécies de leguminosas. Entre as
espécies com dados para HATs e HDACs, o numero variavel de genes dessas familias
génicas pode estar associado as variacGes do tamanho do genoma e o nivel de ploidia das
espécies. O feijdo-caupi, por exemplo, possui (2n = 2x = 22) tamanho do genoma estimado
em 640 Mb [19] com 15 e 16 genes HATs e HDACs, respectivamente. Por sua vez, o trigo
(T. aestivum) é reconhecidamente hexaploide com 2n= 6x= 42, com genoma de ~16 Gb
[42], compreendendo 31 HATs e 49 HDACs minerados.

Todos os genes VUHATS, bem como VUHDACSs apresentaram pelo menos um intron
em suas respectivas estruturas, ndo sendo observado genes sem introns. Esses resultados
sugerem que o ganho de introns pode estar diretamente relacionado a diversificacdo dessas
familias génicas no feijdo-caupi, 0 que pode resultar em uma variedade de funcgdes. Fato
semelhante foi previamente observado em outras espécies, como por exemplo trigo e
algodao [43,10].

4.2 Propriedades proteicas e predicao da localizacé@o subcelular

Os membros das familias HATs e HDACs do feijdo-caupi apresentaram diversos
resultados em relacdo a predicdo de sua localizagdo subcelular. No entanto, para ambas as
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familias génicas houve predominancia da localizacdo nuclear, o que pode estar relacionado
a sua funcdo de adicdo/remocdo de grupos acetil das histonas. Adicionalmente, alguns
membros VUHATs e VUHDACSs estavam preditos para o cloroplasto, o citoplasma, a
membrana plasmatica e a mitocondria. Até o momento ndo ha relatos da atuagdo das
proteinas HATs e HDACs nos processos de (de)acetilacdo de outras proteinas. Essas
proteinas localizadas em compartimentos celulares como, cloroplasto, mitocéndria, dentre
outros devem ser exploradas quanto a sua possivel atuacdo em diferentes compartimentos
celulares. Resultados semelhantes foram encontrados para diferentes espécies vegetais
como, tomate [14] e Dendrobium officinale Kimura & Migo [44].

4.3 Os mecanismos de duplicacdo dos genes VUHATs e VUHDACSs no genoma do feijéo-
caupi

A duplicacdo génica contribui significativamente para a expansdo e evolucdo de
familias génicas [45]. As duplicacBes em tandem por exemplo, representam mecanismos
cruciais na geracdo de novas cépias de genes em clusters, podendo contribuir para
diversidade de familias génicas [46]. Os eventos de duplicacdo WGD/segmental, por sua
vez, podem dispersar de forma ampla cdpias de um gene por todo o genoma, contribuindo
para geracdo de novas subfamilias de genes bem como para evolu¢do do genoma de
determinada espécie [47]. Em feijdo-caupi foi observado um evento de duplicacdo em
tandem, bem como outro de WGD/segmental, envolvendo genes VUHATSs. Além disso,
quatro eventos de duplicacio WGD/segmental envolvendo genes VUHDACs foram
identificados. Esses resultados indicam que as duplicacdes em tandem e WGD/segmental
desempenham papel importante no mecanismo de expansao das familias HATs e HDACs
em V. unguiculata. Adicionalmente, a duplicacdo dispersa apresentou significativa
participagdo nos mecanismos de expansdo das familias génicas HATs e HDCs no feijdo-
caupi, sendo responsavel por 40 e 50%, respectivamente, dos mecanismos de expansdo
dessas familias génicas na espécie em andlise. Esse mecanismo pode sofrer influéncia da
acdo de elementos transponiveis (TEs), os quais sdo considerados os principais agentes
causais da expansdo e evolucdo genémica [26,49]. Cerca de 39% do genoma do feijdo-
caupi é composto por elementos transponiveis, 0s quais sdo apontados como responsaveis
pelas diferencas de tamanho dos genomas de espécies do género Vigna [19].

Em genética, a razdo entre a taxa de substituicdo ndo sinénima (Ka) e a taxa de
substituicdo sinbnima (Ks) de dois genes codificadores de proteinas, é considerada um
indicador do historico de selecdo de genes ou regies génicas, determinando se ha pressdo
seletiva atuando no gene [50]. Essa razdo foi analisada para VUHATs e VUHDACSs que
apresentaram duplicacdo em tandem e segmental. Todos os pares de VuSDGs e VuJMJs
apresentaram Ka/Ks < 1, indicando que esses genes estdo sob selecdo purificadora. Esses
resultados sugerem que os genes VUHATSs e VUHDACSs duplicados ndo divergiram muito
durante a evolugdo, 0s quais mantiveram a conservacdo das suas sequéncias de
aminoacidos. Tal processo reflete o papel importante desses genes, mantendo a
funcionalidade de cdpias duclicadas, indicando conservacédo ao longo da evolugéo.

4.4 Genbmica comparativa de VUHATs e VUHDACs

A andlise de ortologia génica auxilia na predicdo da conservagdo e das funcbes de
genes compartilhados entre diferentes taxons que evoluiram como resultado de eventos de
especiacdo [5]. Os genes ortdlogos sdo derivados de um unico gene no altimo ancestral
comum de duas ou mais espécies, permitindo que compartilhem as mesmas funcbes em
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tdxons recém-evoluidos [51]. Um alto indice de ortologia de VUHATs e VUHDACSs foi
observado entre os diversos genomas analisados, demonstrando uma conservagao
significativa desses genes no genoma de diferentes espécies vegetais. Esses resultados
langam luz para estudos relacionados a funcionalidade dessas proteinas nas espécies em
que foram conservadas. Além disso, os indices de ortologia refletem a distancia
filogenética entre as espécies [52]. Como esperado, as espécies de leguminosas
apresentaram os maiores indices de ortologia com o feijdo-caupi, com destaque para o
feijdo comum, P. vulgaris (93,3 e 100% de conservacao dos loci VUHATs e VUHDACS,
respectivamente), o que se justifica pelo género Phaseolus ser considerado grupo irméo de
Vigna que inclui o feijao-caupi.

4.5 Mineracao e identificacio de elementos cis-regulatorios candidatos

Os diferentes CCREs identificados no presente trabalho indicam uma diversidade de
processos dos quais 0s genes VUHATs e VUHDACSs podem participar. Tais processos sao
regulados por diferentes TFs. Os TFs C2H2 compreendem uma das maiores familias de
TFs em plantas, os quais desenvolvem papel crucial na regulagéo transcricional da resposta
das plantas a condicdes de estresses abidticos como, estresse oxidativo, frio e seca, dentre
outros. Aléem disso, diferentes CCREs foram associados as familias de TFs bHLH, bZIP e
ZF-HD, as quais estdo relacionadas ao crescimento e desenvolvimento da planta [53],
desenvolvimento de sementes [48] e resposta a diferentes estresses (seca [54],
fitopatdgenos [55], entre outros), sugerindo ampla funcionalidade dos VUHATS bem como
VUHDACS na fisiologia molecular de feijao-caupi.

4.6 Transcriptbmica de VUHATs e VUHDACSs em feijao-caupi submetido a estresses bidtico
e abiotico

Os membros da familia HAT bem como HDAC tém sido amplamente descritos como
atores cruciais de diversos processos celulares em espécies vegetais. No entanto, a
funcionalidade desses grupos proteicos em feijdo-caupi ainda ndo havia sido analisada. No
presente estudo, diferentes transcritos VUHATs e VUHDACSs apresentaram expressao
diferencial em resposta a desidratacdo radicular. Em relacdo aos VUHATS, um aumento de
transcritos induzidos foi observado no tratamento RD150 quando comparado ao tratamento
RD25. Ainda, cinco transcritos que apresentaram repressdo transcricional no tratamento
RD25 passaram a apresentar inducao no tratamento RD150. Esses resultados sugerem uma
especificidade temporal dos VuHATs na resposta a desidratacdo radicular. Propde-se,
portanto, que em feijdo-caupi os transcritos VUHATS induzidos estdo associados a
regulacdo de genes que atuam na percep¢do e sinalizacdo do estresse, bem como na
resposta a desidratacdo radicular propriamente dita. Ja os transcritos VUHDACS,
apresentaram, em sua maioria, repressao transcricional.

Diversos estudos tém relatado que o estresse hidrico estd relacionado a inducdo de
diferentes padrdes de expressdo dos genes HATs e HDACs, resultando em mudancas nos
niveis de acetilagdo de histonas dos genes de resposta a seca. No arroz, por exemplo, a
expressao de genes HATSs apresentou um aumento significativo apos o tratamento da seca
[7]. O mesmo fenbmeno foi observado em repolho chinés e B. dystachion [56,57]. Em
Populus trichocarpa, essa resposta de tolerdncia a seca mediada por HATs foi atribuida a
um mecanismo resultante da ligacdo de proteinas a motivos do elemento responsivo ao
acido abscisico (ABRE) situados em promotores de TFs da familia NAC, genes
responsivos a seca. Esse mecanismo permite que genes HATS intensifiquem os niveis de
acetilacdo e consequentemente aumentem significativamente a expressdo dos genes NAC,
conferindo maior tolerancia a seca [58].

Além disso, diversos estudos tém demonstrado a participacdo de genes HDACs na
regulagdo de genes responsivos a seca, sendo significativamente reprimidos apo6s a
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aplicacdo do estresse em diferentes espécies como, soja [16] e arroz [7]. Em contrapartida,
genes HDACs induzidos relacionados a maior tolerancia a seca em A. thaliana [59],
choupo [60], tomate [61], B. dystachion [62] e algoddo [6] foram observados. Em A.
thaliana, um gene HDAC foi relatado como ator fundamental da via de sinalizagcdo do
acido jasmonico (JA), que em condi¢cbes de seca apresentam uma regulacdo negativa,
aumentando os niveis de acetilacdo e consequente ativacdo de genes que atuam na via de
sinalizacdo do JA [63]. Assim, sugere-se que a regulacdo negativa desses genes HDACSs
estd associada ao processo de ativacdo de genes que atuam nas vias de sinalizagédo
hormonal na resposta de defesa propriamente dita do feijdo-caupi ao déficit hidrico.

Apesar da sua reconhecida importancia na resposta a estresses bioticos em feijao-
caupi, a participacdo dos genes das familias HATs e HDACs na resposta a injdria
mecanica seguida de inoculacdo viral foi limitada nas condi¢cdes aqui analisadas,
apresentando apenas um transcrito VUHATS induzido em 60 minutos no ensaio de injuria
mecéanica e inoculagido por CPSMV e um transcrito VUHDACSs induzido em 60 minutos e
outro reprimido no tratamento de 16 h no ensaio de injuria mecénica e inoculacdo por
CABMV. Em outros estudos, as fungdes biolégicas dos genes HATs e HDACs foram
relatadas na resposta a virus. Em trigo, por exemplo, genes HATs foram observados como
atores cruciais na resposta de defesa da planta apds a inoculacao dos virus BSMV (virus do
mosaico da faixa da cevada), CWMV (virus do mosaico do trigo chinés) e WYMV (virus
do mosaico amarelo do trigo), apresentando um aumento significativo da expressdo do 7 ao
16° dia apds a inoculacdo viral. Essa resposta do trigo aos diferentes virus foi atribuida a
sinalizagdo do hormonio etileno, sugerindo a participacdo dos genes HATSs na regulagéo
dos genes atuantes da via de sinalizacdo desse horménio [10].

Um transcrito VUHDAC induzido no ensaio ‘injiria mecanica e inocula¢do de
CABMYV’ foi compartilhado com o ensaio de desidratacdo radicular, demonstrando sua
participacdo na resposta a ambas condices mencionadas. Esse crosstalk sugere um
possivel envolvimento desses transcritos em resposta a maltiplos estresses. Muitos estudos
tém demonstrado a participacdo de HATs e HDACs na resposta a uma variedade de
condicdes desfavoraveis [44,7,8,9,10], corroborando com os nossos dados da analise dos
elementos cis-regulatdrios e de expressao (RNA-Seq).

5. Conclusotes

Quinze genes VUHATSs e 16 VUHDACSs foram identificados e caracterizados em todo
0 genoma do feijdo-caupi. Esses genes VUHATs e VUHDACs foram classificados em
quatro e trés classes distintas, respectivamente, sendo observado uma conservacdo da
estrutura dos genes pertencentes a uma mesma classe. Os mecanismos de duplicacdo
dispersa, WGD/segmental e tandem desempenham um possivel papel na expansdo desses
genes durante a evolucdo da leguminosa em questdo, com destaque para duplicacdo
dispersa, a qual predomina para ambas as familias génicas analisadas. Alem disso, esses
genes apresentam um alto indice de ortologia em diferentes espécies vegetais,
especialmente com a leguminosa P. vulgaris. A identificacdo dos elementos cis-
regulatérios e a analise de transcriptomica dos VUHATs e VUHDACs demonstram que
esses genes podem estar atuando na resposta do vegetal a diversas condigoes
desfavoraveis, alem daquelas analisadas neste estudo. Em feijdo-caupi, os genes VuHATS
e VUHDACSs apresentam uma maior participagdo na resposta ao estresse de desidratagédo
radicular, com um gene VUHDAC envolvido na resposta a mais de um estresse, indicando
um possivel crosstalk nas respostas analisadas. Dessa forma, esse estudo fornece
importantes alvos a serem explorados em futuras pesquisas funcionais na leguminosa
feijao-caupi.
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6 DISCUSSAO GERAL

Em plantas, os genes codificadores de enzimas que atuam nas
modificacdes epigenéticas vém sendo relatados como participantes de uma
variedade de processos bioldgicos, incluindo resposta a diferentes condigcbes
ambientais. No entanto, estudos de ampla caracterizacédo estrutural e funcional
desses grupos proteicos na videira e em feijado-caupi ainda inexistem.

Com o sequenciamento e a disponibilidade de genomas completos, a
identificagdo de modificadores epigenéticos tem sido executada em diversas
espécies vegetais. No presente trabalho, foram identificadas metiltransferases
(VvMTases) e demetilases (VvdMTAses) de DNA no genoma da videira. Além
disso, diferentes modificadores epigenéticos como, metilases e demetilases de
histonas (VuSDGs e VuJMJs, respectivamente), acetilase e deacetilases de
histonas (VUHATs e VUHDACS, respectivamente) foram identificados no genoma
do feijdo-caupi. Os numeros desses modificadores epigenéticos identificados no
genoma de ambas as culturas analisadas sdao semelhantes aos descritos para
outras espécies diploides como A. thaliana, arroz e milho, dentre outras.

A maioria desses modificadores epigenéticos exibiu conservacdo de suas
estruturas génicas, refletida na composicdo de seus dominios e motivos. A
conservacdo dessas estruturas € uma caracteristica essencial desses grupos
proteicos, sendo observada em diversas espécies vegetais, como A. thaliana e
soja, dentre outras. No entanto, algumas proteinas apresentaram alteracdes
nessas estruturas, sugerindo possiveis diferencas na funcionalidade dessas
proteinas, sem descartar uma possivel especificidade estrutural desses grupos
proteicos na videira e no feijao-caupi. Essas alteracbes devem ser exploradas
quanto aos impactos que podem causar no desempenho de suas respectivas
funcdes, sendo a conservacédo a regra em genes biologicamente essenciais.

A diversificagdo de uma familia génica esta intimamente relacionada ao
ganho ou perda de éxons e/ou introns, podendo resultar em especificidade de
funcdes. Nossos resultados sugerem que o ganho de introns pode contribuir
significativamente para diversificacdo estrutural e, possivelmente, funcional dos
diferentes genes identificados nesse estudo. A maioria dos modificadores
epigenéticos identificados na videira e no feijado-caupi apresentaram pelo menos

um intron em suas estruturas génicas.
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No que tange a localizacdo subcelular, as proteinas das familias génicas
analisadas apresentaram uma localizagcdo predominantemente nuclear. Essa
localizagdo foi consistente com as suas respectivas funcbes de catalisar os
processos de (de)metilacdo do DNA, (de)metilacdo das histonas e (de)acetilacdo
de histonas no nucleo da célula.

A duplicacdo génica é um importante mecanismo na evolucdo das
espécies vegetais, podendo contribuir significativamente para expansao de
familias génicas, bem como para o surgimento de novas fun¢des biologicas. No
gue tange as familias (de)metilase de DNA, a duplicacdo WGD/segmental e em
tandem foram as principais responsaveis pela expansdo dessas familias génicas
na videira. Esses tipos de duplicagdo sao considerados os principais mecanismos
evolutivos que resultam na expansdo de (de)metilase de DNA em diferentes
espécies vegetais. Por sua vez, a duplicacdo dispersa foi a principal responsavel
pela expansdo das familias (de)metilase e (de)acetilase de histonas no feijao-
caupi, sugerindo que tal tipo de duplicacdo desempenha um papel significativo na
expansdo dessas familias génicas em espécies vegetais. Existem evidéncias de
gue esses genes duplicados por esse mecanismo podem ter surgido a partir da
acdo de elementos transponiveis (TEs), processo relatado em diversos
organismos. Em vegetais superiores, 0 genoma € comumente composto por uma
guantidade elevada de TEs, sendo o feijdo-caupi composto por cerca de 39% de
elementos transponiveis.

Um alto indice de homologia de VvMTases, VvdMTases, VuSDGs,
VuJMJs, VuHATs e VuHDACs foi observado entre os genomas de diferentes
espécies analisadas, demonstrando uma conservacédo significativa desses genes
nos genomas analisados. Nossos resultados abrem novas perspectivas de
estudos relacionados a funcdo dessas proteinas nas espécies em que foram
conservadas.

A mineracdo e a identificacdo de elementos cis-regulatérios (CCRES),
ancorados em regides promotoras dos modificadores epigenéticos analisados,
permitiram a identificagdo de diversos CCREs bona fide, associados a diferentes
fatores de transcricdo como Dof-Type, bZIP e bHLH, dentre outros. Os CCREs
bona fide descobertos podem ser usados para identificar possiveis processos
fisiologicos ou adaptativos nos quais esses modificadores epigenéticos

participam, associando TFs e seus processos bhioldgicos intrinsecos. No caso dos
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CCREs bona fide associados aos modificadores epigenéticos em questéo,
observa-se reconhecido envolvimento na resposta de plantas a estresses (como
frio, seca e ataque patogénico) ou a outros processos fisioldgicos (como
desenvolvimento da planta), sugerindo uma possivel participacdo desses
modificadores epigenéticos da videira e do feijao-caupi nesses mecanismos.

A participacdo de modificadores epigenéticos na resposta aos estresses
bidticos e abidticos tem sido bem documentada. Os dados de transcriptbmica
para os acessos Red Globe (suscetivel) e IAC-572 (tolerante) da videira a Xcv
nao apresentam modulacao significativa de VvMTases e VvdMTases na reposta
da videira submetida a inoculacdo bacteriana, nas condi¢cdes aqui analisadas.
Considerando os dados da gPCR, fica evidente a participacdo de VVMTAses e
VvdMTases na resposta da videira a bactéria Xcv. Adicionalmente, foi possivel
observar uma maior inducdo de VvMTases e VvdMTases no gendtipo tolerante
guando comparado ao gendtipo suscetivel. Esses dados sugerem, portanto, que
VvMTases e VvdMTases apresentam papel na regulacdo de genes associados a
resposta do gendtipo tolerante a Xcv, possivelmente conferindo ao gendtipo em
guestdo uma maior tolerancia a Xcv.

Os dados de RNA-Seq do feijao-caupi apontam para uma maior
participacdo de VuSDGs, VuJMJs, VuHATs e VuHDACs na resposta a
desidratacédo radicular, quando comparada ao ensaio de injlria mecéanica seguida
de inoculacédo viral (CPSMV e CABMYV). Diversos estudos tém demonstrado o
papel desses modificadores epigenéticos na resposta a seca, como no presente
caso.

Em suma, os resultados agregam valor ao entendimento da dinamica
desses modificadores epigenéticos na resposta de vegetais a estresses,

evidenciando sua importancia e pluralidade estrutural e funcional.
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7 CONCLUSOES

O numero de genes codificantes de modificadores epigenéticos identificado
no genoma de ambas as culturas analisadas sdo compativeis ao observado em

outras espécies vegetais com o mesmo nivel de ploidia.

A maioria dos modificadores epigenéticos identificados nos genomas
analisados apresenta, em sua estrutura, a configuracdo candnica conhecida em
outras espécies vegetais, com as caracteristicas essenciais para o0
desenvolvimento dos seus papeis. Um grupo reduzido, porém, ndo apresenta a
estrutura esperada, indicando possiveis diferencas na funcionalidade dessas

proteinas.

Mecanismos como duplicacdo dispersa, WGD/segmental e em tandem
desempenham um possivel papel na expansdo dos genes analisados durante a
evolucao das espécies em questdo. Além disso, 0s genes analisados apresentam

um alto indice de ortologia em diferentes espécies vegetais.

A identificacdo dos elementos cis-regulatorios e a analise transcriptdmica
dos modificadores epigenéticos analisados demonstram que esses genes podem
estar atuando na resposta do vegetal a diversas condi¢cdes desfavoraveis, além

daquelas analisadas neste estudo.

Os dados de transcriptdmica para os acessos Red Globe (suscetivel) e
IAC-572 (tolerante) da videira a Xcv ndo apresentam modulagéo significativa de
VvMTases e VvdMTases na videira submetida a inoculacdo bacteriana. No
entanto, os dados da gPCR, demonstram a participacdo de VVMTAses e
VvdMTases na resposta da videira a bactéria Xcv, especialmente no genaétipo
tolerante. Ja os dados de RNA-Seq do feijdo-caupi, apontam para um maior
namero de VuSDGs, VuJMJs, VUHATs e VUHDACS induzidos sob desidratacao
radicular (estresse abiotico), quando comparado as condicdes bidticas analisadas
(injuria mecéanica + inoculagcdo com os virus CPSMV e CABMV). Tal fato agrega

valor a dindamica dos modificadores epigenéticos na fisiologia de vegetais,

evidenciando sua pluralidade de ac¢des.
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