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RESUMO

ALENCAR, AS. Alteracbes epigenéticas na morfogénese in vitro: estudo
comparativo de padroes de metilacdo de DNA durante a organogénese e a
embriogénese somatica em Solanum melongena L. (berinjela). 2019. 93f.
Dissertacao (Mestrado em Biologia Vegetal) — Instituto Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

Embora diversos protocolos para a inducdo de organogénese e
embriogénese somatica in vitro tenham sido estabelecidos para a berinjela, os
mecanismos moleculares que controlam esses processos SA0  pouco
compreendidos. Neste trabalho, a técnica MSAP (Methylation Sensitive
Amplified Polymorphism) foi aplicada em calos organogénicos e embriogénicos em
diferentes estagios de desenvolvimento, a fim de identificar possiveis diferencas
epigenéticas entre as duas vias de regeneracdo. O sistema de cultivo in vitro
utilizado caracteriza-se por apresentar o desenvolvimento simultdneo de ambos os
tipos de calos em diferentes regides de explantes cotiledonares em resposta ao
mesmo regulador de crescimento. Sementes de berinjela cv. Florida Market foram
descontaminadas com hipoclorito de sodio e inoculadas em meio MSY%
(concentracdo de sais pela metade). Apds 21 dias, segmentos cotiledonares foram
excisados e inoculados em meio solido MS + BAP 5 mg/L. O DNA foi extraido do
explante original e de calos formados apos 7, 10 e 14 dias de cultura. Para a analise
MSAP, o DNA foi digerido com EcoR I, Msp | e Hpa Il, seguido pela ligacdo de
adaptadores, pré-amplificacdo e amplificacdo seletiva com 19 combinacbes de
primers. A eletroforese foi realizada em géis de poliacrilamida desnaturante a 6% e
corados com nitrato de prata. Entre os 19 primers testados, 15 tiveram um padrdo de
banda analisavel, com um total de 715 bandas. Considerando todos os primers, a
metilacdo total correspondeu a 43,9% dos eventos epigenéticos, seguida de
demetilacdo (26,96%), metilacdo externa (20,63%) e metilacdo interna (8,9%). Os
dois tipos de calos apresentaram diferentes dindmicas de taxas de metilagao
completa ao longo do tempo de cultura. Mudancas nos padrdes de bandas ao longo
do periodo de cultivo (0, 7, 10 e 14 dias) e polimorfismos entre os calos
organogénicos e embriogénicos foram observadas em 11 primers, e um total de 34
potenciais marcadores epigenéticos associados a cada via de regeneracdo foram
visualizados. A combinagéo de primers EcoR | + CAG x Msp | - Hpa Il + GTCA
apresentou 188 fragmentos amplificados, dos quais 22 polimorficos, sendo
considerado o melhor desempenho entre os primers testados. A reconstrucao da
sequéncia genbmica compreendida pelo sitio de corte 5'-CCGG-3' e pelo primer
seletivo Msp I-Hpa Il + GTCA forma o motif 5-CGGTCA-3'. Resultados de busca em
bancos de dados apontaram que este motif corresponde a parte da sequéncia de
reconhecimento do dominio de ligacdo ao DNA da proteina LFY (LEAFY) em
Arabidopsis thaliana, que esta envolvida com a diferenciagdo e identidade de
meristemas florais, atuando como fator de transcricdo. Deste modo conclui-se que a
técnica de MSAP pode ser utilizada para a deteccdo de padrdes de metilacédo
especificos em calos organogénicos e embriogénicos de berinjela. O MSAP também
pode ser aplicado de modo direcionado por meio da construgao de primers seletivos
com motifs de interesse, possibilitando a inferéncia da atividade de genes presentes
no fragmento compreendido pelo primer.

Palavras-chave: Calogénese. Indugao simultanea. BAP. MSAP. LFY.



ABSTRACT

ALENCAR, AS. Epigenetic changes in in vitro morphogenesis: a comparative
study of DNA methylation patterns during organogenesis and somatic
embryogenesis in Solanum melongena L. (eggplant). 2019. 93f. Dissertacéo
(Mestrado em Biologia Vegetal) — Instituto Roberto Alcantara Gomes, Universidade
do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

Although several protocols for in vitro organogenesis induction and in vitro
somatic embryogenesis have been established for eggplant, the molecular
mechanisms that control these processes are poorly understood. In this work, the
MSAP (Methylation Sensitive Amplified Polymorphism) technique was applied to
organogenic and embryogenic calli at different developmental stages in order to
identify possible epigenetic differences between the two regeneration pathways. The
in vitro culture system used displays simultaneous development of both callus types
in different regions of cotyledon explants in response to the same growth regulator.
Eggplant seeds cv. Florida Market were washed with sodium hypochlorite and
germinated in MSY% medium (half salt concentration). After 21 days, cotyledon
segments were excised and inoculated in MS + BAP 5 mg/L solidified medium. DNA
was extracted from the original explant and from calli formed after 7, 10 and 14 days
of culture. For MSAP analysis, the DNA was digested with EcoR |, Msp | and Hpa I,
followed by adapters ligation, preamplification and selective amplification with 19
primer combinations. Electrophoresis was performed on 6% denaturing
polyacrylamide gels and stained with silver. Among the 19 primers tested, 15 had an
analyzable band pattern, with a total of 715 bands. Considering the entire primer set,
total methylation corresponded to 43.9% of epigenetic events, followed by
demethylation (26.96%), external methylation (20.63%) and internal methylation
(8.9%). The two types of calli showed different of complete methylation dynamics
along the culture period. Changes in band patterns along the culture period (0, 7, 10
and 14 days) and polymorphisms between organogenic and embryogenic calli were
observed in 11 primers. A total of 34 potential epigenetic markers associated with
each regeneration pathway were visualized. The combination of EcoR | + CAG x Msp
| - Hpa Il + GTCA primers showed 188 amplified fragments, of which 22 were
polymorphic, being considered the best performance among the tested primers. The
reconstruction of the genomic sequence comprehended of the 5-CCGG-3' cut site
and the selective Msp I-Hpa Il + GTCA primer forms the 5-CGGTCA-3' motif.
Database search results indicated that this motif corresponds to the part of the
recognition sequence of the LFY (LEAFY) DNA binding domain in Arabidopsis
thaliana, which is involved with the differentiation and identity of floral meristems,
acting as a factor of transcription. Thus, it can be concluded that the MSAP technique
can be used for the detection of specific methylation patterns in eggplant
embryogenic and organogenic calli. MSAP can also be applied in a targeted manner
by constructing selective primers with motifs of interest, allowing the inference of the
activity of genes present in the primer fragment.

Key-words: Callogenesis. Simultaneous induction. BAP. MSAP. LFY.
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INTRODUCAO

1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Morfogénese in vitro

A cultura de tecidos vegetais € uma ferramenta importante para a
biotecnologia vegetal, consistindo na inducdo do desenvolvimento de células e
tecidos em meios artificiais assépticos, a partir de pequenos segmentos de tecido
vegetal, denominados explantes (GEORGE; HALL; DE KLERK, 2008). Esta
metodologia possui diversas aplicagcbes, entre as quais destacam-se a
micropropagac¢ao (multiplicacdo de plantas a partir de explantes derivados de uma
planta matriz), a conservacdo in vitro, o melhoramento genético, a producédo de
metabdlitos secundarios e a pesquisa em diversas areas, tais como bioquimica,
fisiologia e genética.

A morfogénese in vitro baseia-se na totipoténcia e na competéncia celular.
A totipoténcia € a propriedade que possuem as células vegetais de sofrerem
desdiferenciacdo e rediferenciacdo em resposta a determinados estimulos, podendo
gerar novos individuos completos idénticos a planta-matriz. Em geral, a totipoténcia
€ inversamente proporcional ao grau de diferenciagcdo do tecido. A competéncia
refere-se a capacidade das células vegetais de gerar respostas especificas quando
submetidas a determinado estimulo, dando origem a uma determinada linhagem
celular (TORRES et al., 2000; GEORGE; HALL; DE KLERK, 2008)

A morfogénese in vitro pode ocorrer por meio de trés vias distintas: i)
desenvolvimento de tecidos meristematicos pré-existentes, ii) organogénese ou iii)
embriogénese somatica (GEORGE; HALL; DE KLERK, 2008).

O desenvolvimento de tecidos meristematicos pré-existentes ocorre a partir
de explantes constituidos por células ndo diferenciadas, como meristemas apicais
(apices de caule ou raiz) e gemas axilares (segmentos nodais). Essa via é
recomendada para a propagacao clonal, pois como 0s meristemas seguem sua via
natural de desenvolvimento, a possibilidade de surgimento de variagbes genéticas é
muito reduzida (ANDRADE, 2002).
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A organogénese in vitro é o processo de formacdo de 6rgdos ou gemas
adventicias a partir de tecidos diferenciados, que sofrem processos de
desdiferenciacéo e rediferenciacdo. Na desdiferenciacéo, as células retornam a um
estagio similar ao meristematico, desenvolvendo novas competéncias. A
rediferenciacdo consiste em uma reprogramacao génica que possibilita a formacao
de novos érgaos e tecidos. Este processo pode ocorrer de forma indireta ou direta. A
via indireta caracteriza-se por apresentar um estagio intermediario de calo, que é
uma massa celular de crescimento desorganizado a partir da qual podem ser
formadas novas estruturas. No processo direto, a fase de calo ndo ocorre, sendo
observada a neoformacéo de 6rgéos diretamente a partir do explante.

Na embriogénese somatica, ocorre a formacédo de embrides a partir de células
somaticas, ao contrario dos embrides zigoéticos, que se originam da fusdo de
gametas. O desenvolvimento dos embries somaticos é analogo ao de embrides
zigbticos, passando pelos estagios globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar.
Esses embrides ndo possuem conexao vascular com o tecido original e apresentam
uma estrutura bipolar, com apices caulinar e radicular. Assim como a via
organogénica, a embriogénese soméatica pode ocorrer de forma direta ou indireta
(GUERRA; NODARI, 2006; GEORGE; HALL; DE KLERK, 2008; ZIMMERMANN,
2014).

A morfogénese in vitro é influenciada por diversos parametros, tais como
luminosidade, temperatura, composicdo do meio de cultura, reguladores de
crescimento, gendtipo, idade e estagio de diferenciacdo do explante (ANDRADE,
2002; DELPORTE et al., 2014). A luminosidade é responsavel pelo fototropismo das
plantas e tem influéncia direta sobre o seu metabolismo. Deste modo, a intensidade
luminosa, o comprimento de onda e o fotoperiodo sobre a cultura irdo influenciar a
resposta morfogénica obtida (LAZZARINI et al., 2017). A temperatura atua
diretamente sobre o crescimento vegetal, sendo um dos fatores mais importantes
para o sucesso da cultura in vitro. Para um crescimento adequado, € necessario que
a temperatura de cultivo esteja de acordo com as necessidades fisioldgicas da
planta (CID; TEIXEIRA, 2014). O meio de cultura é constituido por macro e
micronutrientes, além de vitaminas, agua e uma fonte de carbono (geralmente
sacarose). O balanco dos compostos presentes pode ser ajustado de acordo com as
necessidades da espécie cultivada e de acordo com o resultado desejado. Os

reguladores de crescimento sdo compostos sintéticos analogos aos hormonios
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vegetais endbégenos, os quais podem ser adicionados ao meio de cultura, gerando
respostas fisioldgicas especificas nas células de acordo com cada tipo de regulador
(auxinas, citocininas ou giberelinas, por exemplo), podendo influenciar seu padrao
de crescimento. A idade e o estagio de diferenciacdo do explante influenciardo a
capacidade de desdiferenciacao e rediferenciacdo do tecido. Quao mais maduro ou
diferenciado é um tecido, devido a reducéo do potencial de totipoténcia, mais dificil &
a obtencao de novas competéncias (CID; TEIXEIRA, 2014).

As taxas de hormdnios enddgenos sao determinadas pelo gendtipo. O
balanco entre as concentracdes dos reguladores de crescimento adicionados e as
taxas enddgenas de hormonios presentes em cada explante determinard qual via
ser4 ativada (PACHECO et al.,, 2007; ROSA; BELLO; DORNELAS, 2015). A
organogénese direta e indireta foi observada em explantes internodais de Passiflora
suberosa em meios de cultura suplementados com BAP (6-benzilaminopurina) ou
em combinacdo com ANA (&cido a-naftalenoacético) (GARCIA et al., 2011). A
utilizacdo de citocininas no género Passiflora para a formacao de brotos ja é bem
estabelecida, porém a ativacdo do processo dependera da concentracdo de auxinas
enddgenas (DORNELAS; VIEIRA, 1994; LOMBARDI et al., 2007).

Apesar do grande numero de trabalhos em cultura de tecidos vegetais, os
mecanismos que estdo envolvidos com as vias organogénica e embriogénica ainda
permanecem pouco esclarecidos. Dessa forma, varios estudos tém sido realizados
com o0 objetivo de investigar processos morfogénicos in vitro em nivel molecular,
incluindo andlises da expressao génica, protebmica e epigenética.

Estudos de controle da expressdo génica durante a morfogénese in vitro ja
foram realizados para as vias organogénica e embriogénica. Os genes ja

identificados na literatura estéo especificados nos Quadros 1 e 2.



Quadro 1 - Genes envolvidos no processo organogénico
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Gene Funcéo Referéncia
. o YASUTANI et al., 1994
SRD1 Rediferenciagdo em brotos. OZAWA et al., 1998
. . YASUTANI et al., 1994
SRD2 Rediferencia¢do em brotos. OZAWA et al., 1998
. . YASUTANI et al., 1994
SRD3 Rediferencia¢do em brotos. OZAWA et al., 1998
ESR1 C,odlflca fator de transcrlg.ao; estimula a traAns.lgao de BANNO et al., 2001
células do estado vegetativo para organogénico.
CRE1 Receptor de citocinina. INOUE et al., 2001
CKI1 Estimula o desenvolvimento de brotos; receptor para | KAKIMOTO, 1996;
citocininas. HWANG; SHEEN, 2001
CLV PromoveAa. transicdo de células meristeméaticas em FLETCHER, 2002
organogénicas.
Controla a taxa de transigdo celular dos centros
SHO meristematicos para a zona periférica; envolvido | FLETCHER, 2002
com a organizagao do primérdio foliar.
MGO Promove a trgnsma,o. das celula}s gla.zona Rernienca FLETCHER, 2002
do centro meristemético para primérdios de 6rgaos.
WOX11 En\(olwdo- co~m as etapas |n|C|a|sA do proces§o de LIU et al.. 2014
rediferenciagdo durante a organogénese em raiz.
WOX12 En\(oIV|do. co~m as etapas |n|C|a|sA do proces§o de LIU et al., 2014
rediferenciacdo durante a organogénese em raiz.
YUC Organogénese de raiz induzida por auxina. CHEN et al., 2016
WOS 5 Pro.move 0 inicio do desenyolwmento do primdrdio HU: XU, 2016
radicular durante a organogénese.
WOX 7 Promove o inicio do desenvolvimento do primordio HU: XU, 2016

radicular durante a organogénese.




Quadro 2 - Genes envolvidos no processo embriogénico.
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Gene Funcao Referéncia

TIR1 Formagao de _celulas embriogénicas RUEGGER et al.. 1998
mediadas por auxina.
Ativo durante as primeiras modificagbes

AtGRP5 anatomicas que levam ao desenvolvimento | MAGIOLI et al., 2001b
da embriogénese somatica.
Codifica uma subunidade do fator de

LEC1 transgrlgiao CCAATt,)qx-blndlng; e_zstlmula a LOTAN et al., 1098
embriogénese somatica em conjunto com
cofatores.
Codifica uma subunidade do fator de

LEC2 transcricdo dominioB3, que induz o | STONE etal., 2001
desenvolvimento de embrides.

WUS Manu.tenA(;@ de identidade da célula 7UO et al., 2002b
embriogénica.

PGAG Regulad?r positivo para embriogénese e ZUO et al., 2002b
organogénese.

SERK1 Atua na trqnsi(;a.to do tecido vegetativo SCHMIDT et al., 1997
para o embriogénico.
Promove a divisdo celular assimétrica

SHR durante a embriogénese, influenciando na | VON ARNOLD et al., 2002
rediferenciacéo.

FUS3 Maturagéo do embrido. VON ARNOLD et al., 2002

ABI3 Maturacao do embrido. VON ARNOLD et al., 2002

BBM Convgrsao do gstz{gllo vegetativo para BOUTILIER et al., 2002
crescimento embriogénico.

AGL1S DlreC|on_a~ processos semente-espemflcos HECK et al., 1995
no embrido em desenvolvimento.

GLB2 Formagao de _celulas embriogénicas ELHITI et al., 2013
mediadas por auxina.
Mantém a estabilidade de células ja

PCR2 totalmente diferenciadas, evitando | IKEUCHI et al., 2015
desdiferenciacdo indesejada.

GhAGL15s | Fromove ~a  formacdo  de  calos |\ et al 2014
embriogénicos.

ARF6 Part|C|p_a da atlvaggo Ade genes |,n.du2|dos SU et al.. 2016
por auxina na embriogénese somatica.

ARFS Participa da ativacdo de genes induzidos SU et al.. 2016

por auxina na embriogénese somatica.
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Os genes ativos em determinado tecido ou momento celular podem modular a
expressao de proteinas. A protedmica é o estudo do conjunto de todas as proteinas
expressas em um tecido, célula ou sistema biolégico em dado momento do ciclo
celular. A protebmica estrutural consiste na avaliagcdo de proteinas expressas em
resposta a condicbes distintas, enquanto que a proteOmica funcional visa
caracterizar suas atividades biolégicas.

A separacao de proteinas pode ser feita por diferentes metodologias, como
espectrometria de massas, cromatografia liquida ou eletroforese bidimensional
(TEIXEIRA; ARAUJO, 2006). Os mapas proteicos podem ser utilizados na
comparacao de diferentes estagios de desenvolvimento de tecidos vegetais durante
a morfogénese in vitro, sendo possivel a inferéncia da atividade de genes
responsaveis pela producdo de proteinas especificas (SALVATTO; CARVALHO,
2010), Além disso, os perfis proteicos sao utilizados do mesmo modo na
comparagcdo de individuos com caracteristicas distintas, identificando-se suas
moléculas contrastantes e realizando o estudo das suas funcionalidades (TEIXEIRA,
ARAUJO, 2006). A protebmica também pode ser aplicada como parte do processo
de melhoramento genético e transgenia, por meio da manipulacdo de proteinas
responsivas a efeitos bidticos e abibticos, e para a avaliacdo das modificacées da
expressao de proteinas causada por mutacdes (RUEBELT et al., 2006; SANTONI et
al., 1994).

A epigenética é a area de estudo que visa a compreensdo de processos
associados a regulacdo da expressdo génica, sem que ocorram alteracbes na
estrutura primaria do DNA, ao contrario de eventos como a substituicdo de bases ou
delecdes. Apesar de ndo estarem associados diretamente a sequéncia de bases do
genoma, padrdes epigenéticos podem ser herdaveis através da divisdo mitética, ao
contrario de alteracbes na expressdo génica propriamente dita, ou mutaveis ao
longo do ciclo vital, podendo ser modificados em resposta a fatores endoégenos e
exégenos (FANTAPPIE, 2013). Portanto, modificacbes epigenéticas permitem o
desenvolvimento de caracteristicas distintas em células com o mesmo material
genético (US-CAMAS et al., 2014).

A ocorréncia de alteracfes epigenéticas é bastante comum, tanto em plantas
in vivo quanto in vitro. O processo epigenético é um dos pilares da plasticidade
fenotipica das plantas em resposta a fatores biéticos e abiéticos (BRAUTIGAM et al.,

2013), caracteristica que € de vital importancia para um ser vivo séssil. Dessa forma,
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o ambiente tem forte influéncia sobre as modificag6es epigenéticas que ocorrerdo ao
longo do desenvolvimento de um organismo vegetal.

Plantas cultivadas in vitro precisam lidar com o estresse inerente a propria
técnica, tais como a composicao do meio de cultura basal, a adicdo de reguladores
de crescimento e alta umidade (VANSTRAELEN; BENKOVA, 2012). Deste modo,
durante o processo de micropropagacdo podem ocorrer aberracdes fenotipicas e
gendmicas, também conhecidas como variacbes somaclonais, que podem ser
causadas por mutacdes ou alteracdes epigenéticas (JULLIEN; BERGER, 2010).

As alteracdes epigenéticas também possuem papel fundamental ao longo do
processo morfogénico de plantas in vitro. Para a formac&o de novas células, tecidos
e a ativacdo de vias de regeneracao, € necessaria uma acdo orquestrada entre os
mecanismos genético e epigenético (MIGUEL; MARUM, 2011; SMULDERS; DE
KLERK, 2011). Em Agave fourcroydes e A. angustifolia foi observado que a
metilacdo dos marcadores H3K4me3 e H3K9me2 regula a expressao do gene
KNOX1, que esta relacionado diretamente com o desenvolvimento in vitro (DE-LA-
PENA et al., 2012). O mesmo marcador também regula o gene WOX4, que tem sua
expressdo diminuida durante a embriogénese somética (NIC-CAN et al., 2013).

As alteracdes epigenéticas também séo capazes de criar marcas epigenéticas
que fornecem memodria transitéria ou herdavel para a planta. Esse fenbmeno é
conhecido como memoria epigenética, e influencia as respostas das células a
condicbes ambientais futuras e durante processos morfogénicos (ROUDIER;
TEIXEIRA; COLOT, 2009; SMULDERS; DE KLERK, 2011). Um exemplo de meméria
epigenética é o stress imprint. Plantas sobreviventes a condicdes de estresse
tendem a responder mais rapidamente quando submetidas a uma segunda
exposicdo. Esse comportamento “otimizado” muitas vezes € observado nas
linhagens descendentes sem que elas tenham sido apresentadas ao fator de
estresse (KINOSHITA; SEKI, 2014). Evidéncias apontam que processos
epigenéticos também estabilizam parcialmente a diferenciacdo de células nos
momentos iniciais do processo no qual o “destino” celular ainda esta sendo definido,
evitando com que a célula regrida erroneamente para um estagio de
desenvolvimento menos diferenciado (BIRNBAUM; ROUDIER, 2017). Devido a sua
importancia na morfogénese in vitro, alteracdes epigenéticas podem ser

consideradas como biomarcadores desse processo (CAUSEVIC et al., 2006).
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2 ALTERAGCOES EPIGENETICAS

As alteracdes epigenéticas podem ocorrer através de modificacbes de
histonas, a acao de microRNAs ou modificacbes nos padrées de metilacdo do DNA,
sendo esta Ultima a mais estudada em eucariotos (MIGUEL; MARUM, 2011). As
modificagdes em histonas sao alteragcdes conformacionais no enovelamento da fita
de DNA no nucleossomo, causadas pela adicdo ou perda de grupos metila, acetil e
ubiquitina, entre outros, nos residuos de aminoacidos ligados as histonas (Figura 1).
A metilagdo de histonas costuma aumentar a tensdo da fita de DNA sobre o
nucleossomo, reduzindo o processo de transcricdo da regido. Em contrapartida, a
acetilacdo de histonas estd geralmente ligada ao aumento da transcricdo, por
diminuir a tensdo da fita de DNA em relacdo ao nucleossomo, facilitando o acesso
da maquinaria de transcricdo aos genes.

Cada grupamento quimico ligado a histona induzira maior ou menor
enovelamento da fita de DNA no nucleossomo, porém esse comportamento variara
de acordo com o aminoacido e a histona a qual o grupamento esta associado. Em
plantas, a metilacdo de histonas H3 no residuo de lisina 4 causa aumento da
transcricdo, enquanto que a ligacado de grupos metila ao residuo de lisina 9 resulta
na repressao da transcricéo (DU et al., 2015).

Figura 1 - Modificacdes epigenéticas em histonas
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Legenda: Representacao esquematica de histonas (A) com modificagfes epigenéticas que alteram a
conformacdo da cromatina, podendo provocar o empacotamento (B) ou
desempacotamento (C) da fita de DNA do nucleossomo, causando repressao ou aumento
do processo de transcricdo, pela adicdo de grupos metila (esfera rosa) ou grupos Acil
(esferas azuis), respectivamente.

Fonte: adaptado de Trevilatto; Werneck, 2014.
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MicroRNAs sao pequenas sequéncias de RNAs néo-codificantes capazes de
atuar diretamente sobre mRNAs especificos, funcionando como moléculas guia para
o silenciamento de genes a nivel transcricional e pds-transcricional (HA; KIM, 2014).
Além da acdo direta sobre o mRNA, impedindo a transcricdo de proteinas
especificas, os microRNAs também podem agir como sinalizadores que direcionam
modificacdes epigenéticas no genoma de suas células alvo (US-CAMAS et al.,
2014). Apesar do grande progresso no campo da epigenética, em comparacado com
0os outros tipos de modificacbes, existe pouca informacédo disponivel sobre os
microRNAs. Em plantas, os microRNAs estdo envolvidos com a geracdo de
respostas ao estresse e defesa, possuindo também papel importante na
morfogénese in vitro (SUNKAR; LI; JAGADEESWARAN, 2012; CHEN; LI, 2013).
Acredita-se que este mecanismo, além de ser um dos principais moduladores de
respostas as condi¢cBes biodticas e abibticas da cultura in vitro (luz, disponibilidade de
nutrientes, concentragdo de reguladores de crescimento) e sinalizagdo hormonal
(LIANG; WHITE; WATERHOUSE, 2012), também seja responsavel pela
comunicacao celular no processo de diferenciacdo (US-CAMAS et al., 2014). Um
esquema simplificado da biossintese e acdo dos microRNAs esta apresentado na
Figura 2.
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Figura 2 - Representacdo esquematica da
producéo e acado dos miRNAs
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Legenda: O ndcleo produz um dos precursores do microRNA,
que passara por complexos de endoribonucleases
(circulos 1 e 2) para a retirada de hairpins. Apés ser
transportado para fora do nulcleo, a fita dupla de
RNA sera separada por uma RNAse (circulo 3),
mantendo-se apenas uma fita guia, que formara o
microRNA (4). Através deste mecanismo, o
microRNA pode interagir com 0 mRNA produzido
(5), inibindo a traducao (6).

Fonte: Adaptado de Gayosso-Gomez et al., 2013.

A metilacdo de DNA modula os processos de ativacao/silenciamento de
genes através da presenga ou auséncia de grupos metila ligados na posi¢ao 5’ do
anel pirimidinico da citosina (DU et al., 2015). A presenca abundante de grupos
metila dificulta 0 acesso da maquinaria de transcricdo e aumenta o tensionamento
da fita de DNA, impedindo a transcricdo e silenciando a regido génica em guestao.
Sob 0 mesmo raciocinio, regides hipometiladas, por serem mais acessiveis e menos
tensionadas, resultam em um aumento na expressdo dos genes ali presentes
(Figura 3). Deste modo, o nivel de metilagdo observado em determinada regido
funciona como indicador indireto do seu nivel de expressédo (IRVINE; LIN; HSIEH,
2002; LUCZAK; JAGODZINSKI, 2006; LIDDLE; JIRTLE, 2006).

A metilacdo do DNA é resultante de uma reacdo coordenada de adicao
catalisada por enzimas da familia DNA-metiltransferases (DNMTSs), DNA glicosilases
e fatores de remodelamento da cromatina, formando as 5-metilcitidinas, ou citosinas
metiladas (FAN et al., 2009; DU et al., 2015). As DNMTs possuem atividades de
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manutencdo e de metilacdo de novo. A atividade de manutencdo reconhece sitios
hemimetilados (metilacdo presente em somente uma das fitas do DNA) e copia 0
padrdo pré-existente para a nova fita. A metilagdo de novo consiste na adicdo do
grupo metila em um sitio ndo metilado previamente, estabelecendo novos padrdes.

Os padrdes de metilagdo ndo séo fruto somente da atividade das DNMTs, mas
também dos eventos de demetilagdo. Estes eventos acontecem quando uma
citosina previamente metilada perde o grupo metila, seja de modo passivo ou ativo.
A demetilacdo passiva ocorre quando a citosina metilada € substituida por uma
citosina ndo metilada durante o processo de replicagdo do DNA. Quando o grupo
metila é removido ativamente pela enzima da familia TET (Ten-eleven translocation
methylcytosine dioxygenase) (WU; ZHANG, 2017), demetilases ou pela DNA
glicosilase, que € uma enzima de reparo, o processo € chamado de demetilacédo
ativa (BHUTANI; BURNS; BLAU, 2011; KOHLI; ZHANG, 2013; XUE et al., 2016).

A metilagdo de DNA é categorizada em CG, CHG ou CHH, de acordo com a
sequéncia de citosinas, sendo H equivalente a uma das bases nitrogenadas A, C ou
T (MIGUEL; MARUM, 2011; US-CAMAS et al.,, 2014). Em plantas, este evento
possui especificidade para tecidos, organelas e pode ser influenciada pela idade do
tecido, sendo capaz de influenciar a estabilidade do genoma, processos celulares e
de desenvolvimento. Nestes organismos, os niveis de metilacdo de DNA podem
apresentar grandes variacdes, flutuando de 6% a 30% (FINNEGAN; KOVAC, 2000;
CHEN et al., 2004), o que os torna bons indicadores da proporcdo de genes
expressos em determinado momento. Apesar de ser encontrada nas trés categorias,
€ comum que os sitios CG encontrem-se metilados em maior frequéncia, seguidos
dos sitios CHG e CHH (FENG et al., 2010a). Por exemplo, em Arabidopsis thaliana,
as citosinas metiladas em grupos CG representam 22-24% do metiloma, seguidas
pelas categorias CHG (7-8%) e CHH (2%) (FENG; JACOBSEN; REIK, 2010).
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Figura 3 - Representacdo esquematica do efeito da
metilacdo de DNA sobre a transcricdo génica
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Legenda: Na auséncia de citosinas metiladas (A), observa-se
que a maquinaria de transcri¢do, representada pelo
semi-circulo verde-claro, é capaz de se aproximar
das bases nitrogenadas e seguir a transcricdo do
fragmento Exon 1, ao contrario do observado em B,
onde os grupos metila, representados pelos circulos
verde-claro sob o sitio CGCG, dificultam o contato
entre a maquinaria e a fita de DNA, impossibilitando
a ocorréncia de transcricdo do Exon 1, que sera
silenciado.

Fonte: Adaptado de Trevilatto; Werneck, 2014.

2.1 Variacdes no nivel de metilacdo do DNA durante a regeneracdo de plantas
in vitro

As taxas de metilacdo de DNA variam de acordo com o momento celular
analisado. Em estudos sobre a via embriogénica € comum a observacao de eventos
de demetilacdo logo nos estagios iniciais da formacdo do embrido, ocorrendo a
seguir um aumento nos niveis de metilacado (VIEJO et al., 2010). Essa sequéncia de
eventos pode estar relacionada a uma intensa taxa de replicagcdo do DNA durante o
desenvolvimento de tecidos embriogénicos, entre outros fatores. Durante a divisdo
mitotica, a replicacdo de um fragmento totalmente metilado gera fitas hemimetiladas.
Do mesmo modo, na replicagcéo de fitas hemimetiladas, somente ¥ das fitas geradas

permanece metilada, o que provoca reducdo na taxa de metilacdo total. A
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reconstituicdo dos sitios metilados € feita posteriormente por meio da adi¢cdo de
grupamentos metila pelas enzimas de manutengcdo. Assim, conforme a taxa de
mitose diminui e o processo de rediferenciacédo é concluido, ha o aumento dos niveis
de metilacdo (KREBS; KILPATRICK; GOLDSTEIN, 2014).

Durante o desenvolvimento de linhagens embriogénicas de Agave
fourcroydes, foram observadas taxas menores de metilacdo, porém mais variaveis,
enquanto linhagens ndo embriogénicas apresentaram padrdo menos dinamico,
porém mais metilado (MONJA-MIO et al., 2018). Resultados semelhantes de
diminuicdo da metilagdo durante a embriogénese somatica foram encontrados em
beterraba (MAURY et al., 2012), Rosa hybrida (XU; LI; KORBAN, 2004) e ginseng
(CHAKRABARTY:; YUK, PAEK, 2003). A hipometilacdo pode ser observada tanto
durante a regeneracdo por embriogénese direta quanto indireta. Em comparacéo a
plantas de Secale cereale provenientes de germinagdo, observou-se até o dobro de
sitios ndo metilados em plantas obtidas por embriogénese somatica (GONZALEZ et
al., 2013). Taxas menores de hipometilagdo também j& foram observadas para
embriogénese direta e indireta em Freesia hybrida (1,1% e 1,3%, respectivamente)
(GAO et al., 2010). A utilizacdo de 5-azacitidina (substancia demetilante) no meio de
cultura provocou a perda da capacidade de formacdo de embrides a partir de
linhagens originalmente  embriogénicas, demonstrando que o balanco
metilacdo/demetilacdo é fundamental para essa via (SANTOS; FEVEREIRO, 2002;
GRZYBKOWSKA et al., 2018). Em contrapartida, embrides somaticos obtidos por
meio de embriogénese indireta foram mantidos por dois meses em meio de cultura
com 5-azacitidina, indicando que a embriogénese soméatica pode também ser
induzida nédo somente pelo balanco metilacdo/demetilacdo, mas influenciada
também pelas condigbes estressantes da cultura in vitro e o genotipo (LELJAK-
LEVANI'C et al., 2004).

Ao contrario da embriogénese somatica, a rota organogénica nao apresenta
tendéncia de padrédo de metilacdo definida. Por exemplo, linhagens de calos
organogénicos de beterraba apresentaram taxas de metilagdo de 18,3%, enquanto
qgue linhagens nao-organogénicas possuiam taxas mais altas (22,6%), em um
periodo de dez semanas de cultivo (CAUSEVIC et al., 2005). Para outra cultivar,
encontraram-se taxas de metilacdo significativamente mais altas, 74,5% para a
linhagem organogénica e 60,3% para a ndo-organogénica (MAURY et al., 2012). A

hipermetilagdo em plantas obtidas por organogénese direta também foi descrita para


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168945203001274#!

31

dendé, correspondendo a 50% de metilac&o total (ROMYANON et al., 2017). Baixos
niveis de metilacdo em tecidos neoformados in vitro podem ser associados ao
fendtipo jovem (VALLEDOR et al., 2007), porém niveis altos também s&o
encontrados, demonstrando que outros fatores podem influenciar essas taxas
(MONTEUUIS; DOULBEAU; VERDEIL, 2008), incluindo tempo de cultura,
componentes do meio, gendtipo e natureza do explante. Por exemplo, plantas de
Clivia miniata obtidas de apice caulinar, folnas e pétalas jovens apresentaram
diferencas maiores de 10% entre suas taxas de metilacdo (WANG et al., 2012). De
forma semelhante, plantas de Jathropa curcas desenvolvidas a partir de apices
caulinares e explantes foliares por organogénese direta apresentaram,
respectivamente, hipermetilacdo e hipometilacdo de 25%, quando comparadas as
taxas encontradas na planta doadora (RATHORE; JHA, 2016).
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3 DETECCAO DO STATUS EPIGENETICO

A analise da metilacdo de DNA pode ser feita por meio de diferentes
metodologias, tais como Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE),
sequenciamento por bissulfito (BS-Seq) e Methylation Sensitive Amplified
Polymorphism (MSAP). A técnica de CLAE gera informacdes quantitativas, refletindo
0 panorama global de metilacdo do DNA, expresso em porcentagem de metilacdo do
genoma, sendo muito utilizada em estudos de macroevolugcdo. Apesar de ser uma
informacgédo de extrema utilidade, ndo fornece dados precisos sobre alteracdes em
sitios especificos. A andlise por BS-Seq consiste no tratamento do DNA com
bissulfito de sédio, que converte citosinas ndo metiladas em uracilas. Para a
identificacdo das bases convertidas, é feito o sequenciamento do genoma. Embora
esta técnica forneca informacgdes sitio-especificas confiaveis, possui um custo alto
devido a necessidade de sequenciamento (ALONSO et al., 2015). Em comparacédo
com metodologias que utilizam sequenciamento por bisulfito, a técnica de MSAP é
vantajosa por ser confidvel, de baixo custo e néo requerer informacfes sobre o
genoma do organismo (FULNECEK; KOVARIK, 2014).

A técnica de MSAP foi desenvolvida inicialmente para fungos (REYNA-LOPEZ;
SIMPSON; RUIZ-HERRERA, 1997) e, posteriormente, adaptada para plantas
(XIONG et al.,, 1999). Tem como base a técnica de AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism) e detecta a metilacdo do DNA em sitios especificos, por meio
da substituicdo da enzima de restricdo de corte frequente, Mse |, por dois
isoesquizbmeros sensiveis a metilacdo. O DNA gendmico é digerido utilizando-se
uma enzima de restricdo de corte raro (EcoR |, hexamera, que reconhece o sitio de
corte 5-G|AATTC-3’) e duas de corte frequente (um dos isoesquizdOmeros de Mse |,
Hpa Il ou Msp |, tetrdmeras, que reconhecem a sequéncia 5’-CCGG-3’). As duas
enzimas de corte frequente (Hpa Il e Msp |) reconhecem a sequéncia 5-CCGG-3’,
porém possuem sensibilidades diferentes para o reconhecimento de citosinas
metiladas, em funcdo da sua posicdo no sitio de clivagem (citosina interna ou
externa). Apesar de ambas serem capazes de reconhecer sequéncias nao
metiladas, Hpa Il ndo atua quando uma ou ambas as citosinas do sitio de corte
estdo metiladas nas duas fitas de DNA, reconhecendo somente a metilacdo da

citosina externa em uma das fitas. Ao contrario de Hpa Il, Msp | reconhece somente
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a metilacdo da citosina interna em uma ou nas duas fitas (XIONG et al., 1999), como
exemplificado no Quadro 3.

Quadro 3 - Sitio de corte das enzimas EcoR |, Hpa Il e Msp | em cada situagéo de

citosina metilada

Padr3io de corte (5'- 3’

- 5)
Enzima - \ATTC CCGG CCGG CCGG CCGG CCGG  CCGG
CTTAAG GGCC GGCC GGCC GGCC GGCC  GGCC
EcoR | X - - - _ _ _
Hpa ll - X - - - X X
Msp | - X X X X - -

'Legenda: Citosina metilada: C; sitio de clivagem: X ; auséncia de corte: -

Os fragmentos gerados durante a digestdo sdo amplificados através de
Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em duas etapas (pré-amplificacdo e
amplificacdo seletiva), apés a ligacdo de adaptadores as suas extremidades
coesivas. Os adaptadores sdo oligonucleotideos de fita dupla que possuem a funcéo
de se ligar a fita de DNA de modo complementar ao sitio de restricdo da enzima
utilizada, através de uma ponta coesiva. A etapa de ligacdo dos adaptadores é de
extrema importancia, pois por terem a sua sequéncia conhecida, atuam como regiao
de pareamento para os primers utilizados nas etapas posteriores. Estes oligos
possuem uma regido composta pela sequéncia do adaptador propriamente dita (1),
e uma regido complementar ao sitio de restricdo da enzima utilizada (2), como
exemplificado na Figura 4. Desse modo, parte do adaptador liga-se ao sitio de
restricdo e parte permanece livre. Os adaptadores ndo permitem que os sitios de
restricdo sejam perfeitamente reconstituidos, devido a sua extremidade 5’ livre, ou

gue ocorra a ligagao entre adaptadores, visto que ndo sao fosforilados.
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Figura 4 - Esquema representativo do pareamento dos adaptadores EcoR I, foward

(5’-3’) e reverso (3'-5’) ao sitio de corte da enzima.

5’-CTCGTAGACTGCGTACC

Y
1

Legenda: 1: sequéncia do adaptador que permanece livre; 2: sequéncia 3’-TTAA-5 complementar ao
sitio de corte; 3: Regido clivada pela enzima EcoR |, onde houve perda da guanina,
formando o sitio 5’-AATT-3".

Os primers utilizados na etapa de pré-amplificacdo possuem uma
configuragdo especifica, sendo constituidos por extremidade 5 complementar a
extremidade 3’ do seu adaptador especifico reverso (regido 1) + regido 3’
complementar a extremidade 5 da sequéncia reversa do adaptador (regido 2) +
extremidade 3’ que pode possuir de zero a quatro nucleotideos de selecao (regido 3)
(Figura 5). Os nucleotideos de selecdo sdo bases extras adicionadas ao final da
sequéncia do primer, com a funcao de selecionar e reduzir o nimero de fragmentos
totais amplificados para otimizar a etapa seguinte da metodologia. A etapa de pré-

amplificag&o utiliza primers com uma base seletiva.
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Figura 5 - Esquema representativo do pareamento do primer EcoR | + C pareado

com a sequéncia reversa do seu adaptador especifico

|5'—CTC GTA GACTGC GTA CC-3

3’- CAT CTG ACG CAT GGT TAA-5

5’- GACTGC GTACCAATTC-3’

o

1 2 3

Legenda: Primer EcoR | + C , representado pelo retadngulo azul, pareado com a sequéncia reversa do
seu adaptador especifico, representado pela caixa amarela. 1. Sequéncia do primer
complementar ao adaptador; 2: regido complementar ao sitio de corte reconstituido pelo
adaptador; 3: nucleotideo de selecdo C.

Na amplificacdo seletiva, sdo utilizados primers complementares a sequéncia
reversa do produto de pré-amplificacdo, porém contendo de dois a quatro
nucleotideos de selecdo. Dessa forma, o numero total de fragmentos amplificados é
reduzido, melhorando a visualizacéo e identificacdo de marcadores MSAP. Tanto a
pré-amplificacdo como a amplificacdo seletiva ocorrerdo somente para aqueles
fragmentos que possuam a base ou a sequéncia de bases complementares aos
nucleotideos de selecéo utilizados.

O padrao de corte que € gerado pelo par de isoesquizémeros e amplificado
nas etapas de PCR permite a andlise, comparacdo e deteccdo de alteracbes do
nivel de metilacdo da citosina de regifes que possuam o sitio de clivagem, gerando
quatro configuracdes possiveis, como exemplificado no Quadro 4. Os fragmentos
produzidos sdo separados por eletroforese em gel de poliacrilamida, formando um
padrao de bandas de acordo com a presenca/auséncia de metilacdo nos sitios de
corte frequente, o que possibilita a visualizacdo de varios marcadores em uma Unica

amostra.
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Quadro 4 - Padrdes de bandas observados em gel de

poliacrilamida para as digestdes de Msp | e Hpa Il

Padréo de
banda Padrao de metilacao
Msp| Hpall
1 1 Auséncia de metilacao
0 0 Metilagdo completa
1 0 Metilag&o interna (digestdo com M’)
0 1 Metilacdo externa (digestdo com H’)

Legenda: M: Msp I, H’: Hpa I, O: auséncia, 1: presenca

A técnica de MSAP possui diversas aplicagdes no campo da biotecnologia
vegetal, sendo utilizada em estudos de andlise de estabilidade epigenética de
plantas micropropagadas (DANN; WILSON, 2011; TIWARI et al., 2013; AL-LAWATI
et al.,, 2016) ou conservadas in vitro por longos periodos (CASTILLO et al., 2010;
KACKZMARCZYK et al., 2010; HAO; DENG, 2003), plantas de campo (GIMENEZ et
al., 2016), além de estudos de fisiologia vegetal (BAURENS et al., 2004; CAUSEVIC
et al., 2005; CAUSEVIC et al., 2006; HANAI et al., 2010; LANDEY et al., 2013;
BRAVO et al., 2017).

Trabalhos desenvolvidos com o objetivo exclusivo de analisar modificacdes
dos niveis de metilacdo durante a morfogénese in vitro de espécies vegetais por
meio do MSAP sao bastante escassos. A técnica ja foi utilizada para testar a
hip6tese de que fatores epigenéticos estdo relacionados com a maturacdo de orgaos
e consequente perda da capacidade organogénica. Ao longo da maturacdo de
apices de Pinus radiata, observou-se a perda da capacidade de geracdo de gemas
laterais, que foi relacionada ao aumento dos niveis de metilagdo de DNA ao longo
da transig&o do tecido imaturo para maduro (VALLEDOR et al., 2010).

A andlise de modifica¢cdes nos niveis de metilagcdo ao longo da germinacao in
vitro de Aeluropus littoralis revelou uma téndencia de aumento de polimorfismos
conforme o estagio de desenvolvimento da planta. Também foi observado um
aumento na taxa de metilacdo ao longo do seu desenvolvimento (HASHEMI-
PETROUDI et al., 2014). Na compara¢ao entre germinagdo in vivo e organogénese
in vitro de seis espécies (Salvadora persica, Commiphora wightii, Simmonsia

chinensis, Jatropha curcas, Withania coagulans), foram observadas alteracdes nos
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niveis de metilacdo e taxas de polimorfismo entre os modelos de cultivo. Esses
resultados evidenciam a plasticidade das plantas em resposta a diferentes
ambientes. Entretanto, como néao foi possivel determinar uma relacéo direta entre as
taxas de metilacdo em resposta aos modelos in vivo e in vitro, concluiu-se que 0s
genodtipos das espécies tiveram maior influéncia sobre o seu comportamento
epigenético do que o modelo de cultura aplicado (RATHORE; MASTAN; AGARWAL,
2015). A comparacao de duas linhagens (embriogénica e n&o-embriogénica) de
Agave fourcroydes mostrou que a linhagem embriogénica possui padrdo menos
metilado (18-50%), porém com maior flutuacdo. A linhagem ndo embriogénica
evidenciou maior metilacdo (48-56%), porém com menor variacdo. A diferenca de
variacdo nas taxas de metilacdo entre as duas linhagens é explicada pela formacéo
do embrido, que necessita de uma reducdo da metilacdo para a ativacdo de mais

genes logo antes da sua inducdo (MONJA-MIO et al., 2018).
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4 A BERINJELA COMO MODELO PARA A MORFOGENESE IN VITRO

A berinjela (Solanum melongena L.) € uma espécie arbustiva pertencente a
familia Solanaceae, sendo originaria do continente Asiatico. Seus frutos séo
carnosos e podem variar de tamanho, coloracdo e forma de acordo com a
variedade. A espécie possui grande capacidade de regeneracdo in Vvitro,
apresentando vias morfogénicas distintas a partir de diferentes explantes, em
resposta a diversos reguladores de crescimento. Dessa forma, a berinjela é utilizada
para estudos de morfogénese in vitro, transformacao genética, avaliacdo de variacao
somaclonal, e regulacdo de expressdo génica em plantas (MAGIOLI; MANSUR,
2005).

O primeiro estudo de regeneracdo por organogénese em berinjela foi
desenvolvido por KAMAT e RAO (1978), que testaram a influéncia de diferentes
reguladores de crescimento sobre a regeneracdo a partir de hipocdétilos. Foi
observado que citocininas tém papel importante na inducdo de gemas por
organogénese direta e indireta, obtendo-se taxas 6timas de regeneracao (100%) em
resposta a citocininas como zeatina, 6-benzilaminopurina (BAP) e adenina 6-benzil-
9-tetrahidropirano (SD8339), utilizadas isoladamente ou em combinacdo com
diferentes auxinas. Quando somente auxinas foram adicionadas ao meio, ndo houve
proliferacdo de gemas. Desde entédo, a regeneracao por meio de organogénese ja foi
descrita a partir de diferentes tipos de explantes, tais como hipocétilo (PICOLI et al.,
2000; SARKER; YESMIN; HOQUE, 2006; KAUR et al, 201la; PADMA,;
RAVISHANKAR, 2013; MUTHUSAMY et al,. 2014, MUKTADIR et al., 2016), folha
(PERRONE; BICO; ROTINO, 1992; MAGIOLI et al., 1998; GISBERT; PROHENS;
NUEZ, 2006; KAUR et al., 2011a, MUTHUSAMY et al,. 2014; KANNA; JAYABALAN,
2015), cotilédone (MAGIOLI et al., 1998; PICOLI et al., 2000; GISBERT; PROHENS;
NUEZ, 2006; SARKER; YESMIN; HOQUE, 2006; KAUR et al., 2011a;
MUTHUSAMY et al,. 2014; TAGHIPOUR; JAMSHIDI; HUYOP, 2015, TANZENA et
al,. 2018), n6 cotiledonar (KANNA; JAYABALAN, 2010; BHAT et al., 2013), raiz
(SARKER; YESMIN; HOQUE, 2006), caule (BERJAK; TIJAN; TAHA, 2002) e &apice
caulinar (SARKER; YESMIN; HOQUE, 2006; BHAT et al., 2013)

A embriogénese soméatica em berinjela foi inicialmente descrita por
YAMADA; NAKAGAWA e SINOTO (1967) em embrides zig6ticos cultivados em meio

MS suplementado com AIA (acido 3-indoleacético). O potencial embriogénico da
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berinjela também foi avaliado para diferentes explantes, tais como hipocétilo
(MATSUOKA; HINATA, 1979; Ali; OKUBO; KUNIMITSU, 1991; MAGIOLI et al.,
2001b; PICOLI et al., 2000; YU et al., 2003; MIR et al., 2008; MIR et al., 2011;
ROBINSON; SARANYA, 2013, HABIB et al,. 2016), cotilédone (ALICCHIO;
DEL GROSSO; BOSCHIERI, 1982; FOBERT; WEBB, 1988; SAITO; NISHIMURA,
1994;: MAGIOLI et al., 2001b; TARRE et al., 2004; RAHMAN et al., 2006; HOSSAIN;
RAHMAN; BARI, 2007; KAUR et al., 2013, VUKSANI et al,. 2014), folha (ALICCHIO;
DEL GROSSO; BOSCHIERI, 1982; GLEDDIE; KELLER; SETTERFIELD, 1986;
RAO; SINGH, 1991; YADAV; RAJAM, 1997; SALIH; AL-MALLAH, 2000; MAGIOLI et
al., 2001b; ROBINSON; SARANYA, 2013), raiz (FRANKLIN; SHEEBA; LAKSHMI
2004; MIR et al., 2008; MIR et al., 2011), epicdtilo (MAGIOLI et al., 2001b) e caule
(SALIH; AL-MALLAH, 2000; ROBINSON; SARANYA, 2013).

O efeito de poliaminas (PAs) durante a morfogénese in vitro foi também
estudado utilizando a berinjela. Foi observada uma relacdo entre a distribuicao
espacial de PAs enddgenas livres e conjugadas, e o potencial morfogénico de
diferentes explantes durante a organogénese (YADAV; RAJAM, 1997) e a
embriogénese (SCOCCIANTI et al.,, 2000). Poliaminas como a putrescina
apresentaram efeito importante sobre a embriogénese soméatica em diferentes niveis
ao longo do processo (SHARMA; RAJAM, 1995; SHARMA; YADAV; RAJAM, 1997,
YADAYV; RAJAM, 1998). Por outro lado, PAs como a espermidina apresentaram
acado principalmente no crescimento da raiz e diferenciacdo de raizes laterais
(SHARMA et al., 1997). Além disso, a berinjela foi utilizada em estudos de fatores de
estresse na cultura in vitro, tendo sido observado o acumulo da proteina BiP
(pertencente a familia heat shock) em plantas hiper-hidricas (PICOLI et al., 2001) e
de prolina em plantas cultivadas em meios de cultura com concentracdes de cloreto
de sodio acima de 100mM (ZAYOVA et al., 2017).

Estudos sobre alteragcbes na expressdo génica nos estagios iniciais da
embriogénese somatica induzida por 2,4-D foram realizados com a berinjela,
resultando na identificagdo de genes com expressao diferencial ou aumentada nos
dez primeiros dias de cultura (MOMIYAMA et al., 1996; AFELE et al., 1996). A
atividade do gene da luciferase foi analisada em linhagens transgénicas, utilizando o
promotor CaMv 35S, tendo sido observada flutuacédo de sua expressao em resposta
a mudangas na temperatura (HANYU et al.,, 1999). Um transcrito associado a

organogénese, dois relacionados a embriogénese e a expressao diferencial do gene
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ACC sintase entre tais vias foram identificados a partir de analise de metilacdo de
DNA pela técnica de Southern Blotting e expressao génica utilizando um sistema de
suspensdes celulares que produziam embrides somaticos ou brotos (BUCHERNA et
al., 2001).

Diversos estudos com berinjela ja foram desenvolvidos no Nucleo de
Biotecnologia Vegetal (NBV) da UERJ. Inicialmente, foi estabelecido um protocolo
para inducao de brotos utilizando o regulador de crescimento TDZ, tendo sido obtida
uma resposta organogénica com o0 uso de concentracdes menores do que o
previamente descrito para outras espécies vegetais (MAGIOLI et al., 1998).
Posteriormente, a partir do estabelecimento de um sistema embriogénico, foi
analisada a influéncia de antibiéticos e do co-cultivo com Agrobacterium sobre a
eficiéncia do desenvolvimento dos embrides (MAGIOLI et al., 2001a). Um estudo
anatdmico realizado subsequentemente demonstrou que a embriogénese somatica
in vitro e a iniciacdo de raizes adventicias tém uma origem comum (TARRE et al.,
2004).

Na area de transformacdo genética, foi desenvolvido um protocolo de
transformacao via Agrobacterium, que permitiu o estudo do padréo de expresséao do
gene ATGRP-5, utilizando uma construcdo contendo seu promotor fusionado ao
gene GUS. A expressao foi detectada na epiderme do caule e folhas, que séo
tecidos vulneraveis a penetracdo de patdégenos, sugerindo a possibilidade da sua
utilizacdo em programas de melhoramento visando a insercdo de genes de
resisténcia (MAGIOLI et al., 2000). Plantas transgénicas contendo ATGRP-5-GUS
foram utilizadas para o estudo do padrdo de expressdo do gene ATGRP-5 durante a
embriogénese, observando-se uma alta atividade no inicio do desenvolvimento de
embrido, o que indica sua possivel atuacdo no controle da via embriogénica
(MAGIOLI et al., 2001b).

Desse modo, por representar um excelente modelo para a investigacdo de
mecanismos moleculares envolvidos no processo de diferenciagdo in vitro,
possibilitando o estudo de diversos aspectos da biologia vegetal, a espécie foi
proposta como planta modelo (MAGIOLI; MANSUR, 2005).

Neste trabalho, foi realizada uma comparacdo das modificacbes epigenéticas
ocorridas durante a embriogénese somatica e a organogénese a partir de explantes
cotiledonares de berinjela, utilizando analises MSAP. Foi adotado como modelo um

sistema de cultura desenvolvido no NBV, o qual possui a caracteristica especial de
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apresentar a formacdo simultdnea de calos organogénicos e embriogénicos nas
porcdes distal e proximal do explante, respectivamente (MERHY, 2009), de forma
que ambas as vias de regeneracdo sado obtidas a partir de um Unico explante, em
resposta a um mesmo regulador de crescimento. Deste modo, excluem-se variaveis
inerentes a utilizacdo de diferentes individuos e tecidos, assim como aos diferentes
mecanismos de acdo dos fitorreguladores, ao contrario do que ocorre em outros

modelos adotados com 0 mesmo objetivo.
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5 OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi analisar possiveis diferencas epigenéticas
no padrdo de metilacdo do DNA de Solanum melongena durante o desenvolvimento
in vitro de calos embriogénicos e organogénicos obtidos a partir de explantes

cotiledonares.

Obijetivos especificos:

e Obter calos organogénicos e embriogénicos de Solanum melongena a partir
de explantes cotiledonares cultivados em meio MS suplementado com BAP
5mg/L;

e Adpatar a metodologia de MSAP para a analise de tecidos e calos de
Solanum melongena,;

e Identificar possiveis diferencas nos padroes de metilacdo do DNA em
diferentes etapas do desenvolvimento de calos organogénicos e
embriogénicos obtidos de explantes cotiledonares, através da técnica de
MSAP;

e Identificar marcadores moleculares possivelmente associados ao

desenvolvimento de calos organogénicos e embriogénicos em berinjela.
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6 MATERIAL E METODOS

6.1 Material vegetal e condi¢fes de cultura

Sementes de Solanum melongena cv. Florida Market foram obtidas
comercialmente através da empresa Isla S.A. Para a descontaminacédo, as sementes
foram lavadas com detergente comercial e enxaguadas trés vezes com agua
corrente. Em seguida foram imersas em solucdo de alcool 70% por 1 minuto sob
agitacdo, enxaguadas novamente, e mantidas em solucédo de hipoclorito de sédio a
2% contendo 3-4 gotas de detergente Tween a 1%, sob agitagc&o, por 20 minutos. Ao
final do processo, as sementes foram enxaguadas com agua deionizada estéril (3x),

em capela de fluxo laminar.

6.2 Germinagéo in vitro

Para a germinacdo in vitro, as sementes foram inoculadas em meio MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) contendo metade da concentracédo de sais (MS %),
sacarose a 1,5%, solidificado com Agar a 0,7%. O pH do meio foi ajustado para 5,8,
antes da autoclavagem a 121°C, sob 1,0 atm. O material foi mantido em camara de
crescimento com fotoperiodo de 16h, intensidade luminosa de 46 pmol.m?, a
30+2°C.

6.3 Inducéo de calogénese

ApGs 21 dias de cultura, os explantes cotiledonares foram excisados, sendo
retiradas as extremidades. O cotilédone foi seccionado transversalmente na regido
central e os segmentos obtidos foram inoculados em meio MS suplementado com
BAP na concentracdo de 5 mg/L (MERHY, 2009). Apos periodos de 0 (dia da
inoculacao/explante inicial), 7, 10 e 14 dias de cultura, os explantes foram
seccionados transversalmente, separando-se o0s calos organogénicos e

embriogénicos (Figura 6).
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Figura 6 - Obtencédo de explantes cotiledonares de Solanum melongena cv. Florida
Market

7, 10, 14 dias

Legenda: A) Plantula in vitro desenvolvida apos 21 dias da inoculagdo de sementes em meio MS%.
B) Excisdo do cotilédone e corte das extremidades. C) Corte transversal na linha central do
explante, gerando dois fragmentos de tecido com por¢des proximais (P) e distais (D). D)
Separacéo dos explantes cotiledonares gerados e inoculacdo em meio MS suplementado
com BAP a 5 mg/L. E) Corte transversal na linha central do explante com calos
embriogénico (CE) e organogénico (CO). F) Separacdo e individualizacdo dos calos
referentes a cada via de regeneracgdo. G) Congelamento dos tecidos em nitrogénio liquido.

6.4 Extracdo de DNA

A coleta do material vegetal para analises MSAP foi organizada em esquema
de pool, sendo o agrupamento efetuado por lote de germinacdo e mantendo-se
separadas as por¢cdes proximais e distais dos explantes. O material foi mantido em
nitrogénio liquido até a extracdo de DNA.

A extracdo de DNA foi realizada de acordo com o protocolo descrito por
Dellaporta; Wood; Hicks (1983). O tecido vegetal foi triturado em nitrogénio liquido,
até a obtencdo de um po fino, e acrescido de tampéo de extracdo gelado, composto
por 10% de Tris-HCI 1M, 10% de EDTA 0,5 M, 10% de NaCl 5M, 0,07% de 2-
mercaptoetanol e agua MilliQ para completar o volume. Para a lise completa da
parede celular, foram acrescidos, em cada tubo, 104 uL de SDS 10% com posterior
incubagdo a 65°C por 10 minutos. Em seguida, 280pL de KOAc 5M foram

adicionados a solucao, e os tubos incubados em gelo por 20 minutos e centrifugados
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a 13.000 rpm a 4°C. O sobrenadante foi transferido para novo tubo e o procedimento
foi repetido até a obtencdo de uma solugéo translicida. A precipitacéo foi feita com
700puL de isopropanol, seguida de incubagcao das amostras a 4°C over-night. Para a
proxima etapa, os tubos foram centrifugados a 13.000 rpm a 4°C, o sobrenadante
descartado e o pellet seco a temperatura ambiente, que apdés a secagem, foi
solubilizado em 100pL de 50mM Tris/EDTA e adicionados 11 pL de NaOAc 3M,
sendo centrifugados a 13.000rpm por 5 minutos, seguido de lavagem com etanol
70% e 100%. Ao final da secagem, o pellet foi solubilizado em agua MilliQ com
RNase 20ng/pL. A quantificacao foi feita utilizando NanoDrop 2000 (Thermofisher) e
DNA Lambda e o material foi estocado em freezer a -20°C.

6.5 Analise por MSAP
As duplas digestbes e todas as etapas seguintes que compreendem a

metodologia de MSAP foram realizadas de acordo com o protocolo estabelecido por

Pacheco e colaboradores (2008), com pequenas adaptacoes.

6.5.1 Digestdo com Enzimas de Restricao

A digestdo de EcoR I/Hpa Il foi realizada em duas etapas. Para um volume
final de reacdo de 20 pL, foi utiizado Tampdo de digestdo Multi-Core 1x
(PROMEGA), 3U de enzima EcoR | (PROMEGA), 200 ng de DNA de partida, sendo
o volume final completado com agua MilliQ. As amostras foram submetidas a
digestdo enzimatica em banho-maria por trés horas e trinta minutos a 37°C, seguido
de inativacdo a 65°C por 15 minutos, e resfriamento das amostras até temperatura
ambiente. Apos este periodo, foram adicionadas 3U de enzima Hpa Il (PROMEGA)
individualmente nos tubos, retornando para o banho a 37°C por trés horas e trinta
minutos, seguido de inativacdo a 65°C por 15 minutos e resfriamento até alcancar
temperatura ambiente.

Para a digestdo de EcoR I/Msp |, foram utilizados para um volume final de
20uL de reacdo: Tampao de digestdo B 1x (PROMEGA), 3U de enzima EcoR |
(PROMEGA), 3U de enzima Msp | (PROMEGA), 200 ng de DNA de partida, sendo o
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volume final completado com agua MilliQ. A digestéo foi feita a 37°C por trés horas e
trinta minutos, seguida de inativagdo a 65°C por 15 minutos. Os produtos de

digestao foram estocados em freezer a -20°C até sua utilizac&o.

6.5.2 Preparacdo dos adaptadores

Os adaptadores foram sintetizados pela empresa IDT Tecnologia e
solubilizados a 0,1 mM de concentracédo de estoque, utilizando Low TE pH 8 (10 mM
Tris HCI, 0,1 mM EDTA). Os adaptadores Foward e Reverso de EcoR | foram
aliquotados em um unico tubo, unindo-se as sequéncias de maneira equimolar, na
concentracéo final de 0,005 mM. Os adaptadores de Msp I-Hpa Il foram aliquotados
seguindo o0 mesmo protocolo, porém com concentracdo final de 0,05 mM. Para
otimizar a juncdo das fitas, as aliquotas foram postas em banho maria a 65°C por
trés minutos, e apds, deixadas sobre a bancada, imersas em um bécher com a 4gua
do banho até atingirem temperatura ambiente. Apds este procedimento, 0s
adaptadores foram estocados em freezer a -20°C até sua utilizacdo. A relacdo de

adaptadores utilizados neste trabalho esta especificada no Quadro 5.

Quadro 5 - Sequéncias dos adaptadores utilizados para ligacdo aos
fragmentos gerados na etapa de digestdo para a analise MSAP de

tecidos e calos embriogénicos e organogénicos de Solanum melongena.

Adaptador Sequéncia
EcoR | Foward 5-CTC GTA GAC TGC GTA CC-3
EcoR | Reverso 3’-CAT CTG ACG CAT GGT TAA-5’

Msp I-Hpa Il Forward 5-GATCATGA GTC CTG CT-3’
Msp I-Hpa Il Reverso 3’-AGT ACT CAG GAC GAG C-5
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6.5.3 Ligacdo dos adaptadores

Para a ligacdo dos adaptadores aos fragmentos gerados durante a digestéao,
foram adicionados 20uL de produto de digestdo a 10 pL de Mix de ligacdo, composto
de: Tampéo T4 Ligase 1x (PROMEGA), 1U T4 Ligase (PROMEGA), 5 pmol
Adaptador EcoR I, 50 pmol de adaptador Msp I- Hpa Il. Os produtos de ligacéo

foram incubados a 22°C por trés horas e estocados a -20°C até sua utilizacao.

6.5.4 Preparacao dos primers

Os oligonucleotideos foram sintetizados pela empresa IDT Tecnologia e
solubilizados em Low TE pH 8 (10mM Tris HCI, 0,21mM EDTA), para a concentracéo
de estoque de 0,1 mM e aliquotados a 15 ng/uL de concentragao final de uso. A lista

de primers utilizados esta apresentada no Quadro 6.

Quadro 6 - Primers utilizados nas etapas de pré-amplificacdo
(configuracdo +1) e amplificacdo seletiva (configuracdes +3 e +4) da

analise de MSAP de calos organogénicos e embriogénicos de Solanum

melongena.
Primer Sequéncia
EcoR1+C 5-GAC TGC GTA CCAATT C-3
Msp | — Hpa Il +G 5-ATC ATG AGT CCT GCT CGG-3’
EcoRI+A 5-GAC TGC GTA CCAATT A-3
Msp | — Hpa Il +A 5- ATC ATG AGT CCT GCT CGA-3’
EcoR | + CAT 5-GAC TGC GTA CCA ATT CAT-3
EcoR | + CAG 5-GAC TGC GTA CCA ATT CAG-3
EcoR | + CAAC 5-GAC TGC GTA CCA ATT CAAC-3
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Primer Sequéncia
EcoR | + AGA: 5-GAC TGC GTA CCA ATT AGA-3
EcoR | + ATC: 5-GAC TGC GTA CCA ATT ATC-3
EcoR | + AAG: 5-GAC TGC GTA CCA ATT AAG-3
EcoR | + ACG: 5-GAC TGC GTA CCA ATT ACG-3

Msp | — Hpa Il +AAAG: 5’-ATC ATG AGT CCT GCT CGA AAG-3’
Msp | — Hpa Il +ACCA: 5-ATC ATG AGT CCT GCT CGA CCA-3’
Msp | — Hpa Il +AGAC: 5’-ATC ATG AGT CCT GCT CGA GAC-3
Msp | — Hpa Il +ATGT: 5-ATC ATG AGT CCT GCT CGA TGT-3

Msp | — Hpa Il + GTCA 5-ATC ATG AGT CCT GCT CGG TCA -3’

6.5.5. Amplificacdo por PCR

Os fragmentos ligados aos adaptadores foram amplificados em duas etapas:
1) Pré-amplificacdo, utilizando-se primers complementares aos adaptadores com
uma base interna de selecdo; 2) Amplificacdo seletiva, utilizando primers com trés

ou quatro nucleotideos de selecéo interna.

6.5.5.1 Pré-amplificacéo

As reacgOes foram realizadas em 20 pL de volume final, contendo 2 pL do
produto de ligacdo, 30 ng primer EcoR | + 1, 30 ng primer Msp | — Hpa Il + 1, 1x
Tampao de PCR (PROMEGA), 2U G2 Go Taqg (PROMEGA), 0,4 mM dNTP, 1,5 mM
MgCl,, sendo o volume final completado com agua MilliQ. A ciclagem foi realizada
em termociclador Veriti (Applied Biosystems) sob as condigbes: 25 ciclos de 94°C
por 1 minuto, 56°C por 1 minuto, 72°C por 2 minutos, e extensao final a 72°C por 10
minutos. Para verificar a funcionalidade da reacdo de pré-amplificacdo, 5 yL de

produto de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% por 15
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minutos. Para coloracdo, aplicou-se o corante UniSafe Dye (UniScience) no
momento da preparacdo do gel de acordo com as especificagbes do fabricante. O

produto de reacéo restante foi mantido a -20°C até sua utilizacao.

6.5.5.2 Amplificacao seletiva

Dezenove diferentes combinagdes de primers foram utilizadas com o objetivo
de selecionar aquelas que apresentassem em maior resolucdo de bandas e
diferenciacao no padrao de amplificagéo (Quadro 7).

Quadro 7 - Combinacdes de primers utilizadas na etapa da
amplificacé@o seletiva da analise de MSAP de calos organogénicos

e embriogénicos de Solanum melongena.

Combinacdes de primers testados
EcoR | + CAT X Msp | — Hpa Il + GTCA
EcoR | + CAG X Msp | — Hpa Il + GTCA
EcoR | + CAAC X Msp | —Hpa Il + GTCA
EcoR | + AGA X Msp | — Hpa Il + AAAG
EcoR | + AGA X Msp | — Hpa Il + ACCA
EcoR | + AGA X Msp | — Hpa Il + AGAC
EcoR | + AGA X Msp | — Hpa Il + ATGT
EcoR | + AAG X Msp | — Hpa Il + AACA
EcoR | + AAG X Msp | — Hpa Il + AGAC
EcoR | + AAG X Msp | — Hpa Il + ATGT
EcoR | + AAG X Msp | — Hpa Il + AAAG
EcoR | + ATC X Msp | — Hpa Il + AGAC
EcoR | + ATC X Msp | — Hpa Il + ATGT
EcoR | + ATC X Msp | — Hpa Il + AAAG
EcoR | + ATC X Msp | — Hpa Il + ACCA
EcoR | + ACG X Msp | — Hpa Il + ACCA
EcoR | +ACG X Msp | — Hpa Il + ATGT
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Combinacdes de primers testados
EcoR | + ACG X Msp | — Hpa Il +AAAG
EcoR | + ACG X Msp | — Hpa Il + AGAC

As reacdes de amplificacdo foram realizadas sob as seguintes condices,
para volume final de 20 pL: 5 pL de produto pré-amplificado diluido em 1:5, 30 ng de
cada primer, 1x Tampéao de PCR, 1U G2 Go Taq, 0,2 mM dNTP, 1,5 mM MgCl; e
agua MilliQ. A ciclagem foi realizada em termociclador Veriti (Applied biosystems)
sob as seguintes condi¢cdes: um ciclo de 94°C por 30 segundos, 65°C por 30
segundos e 72°C por 1 minuto. Para os proximos 12 ciclos, as temperaturas e
tempos de desnaturacdo e extensdao foram mantidos, porém, a temperatura de
anelamento sofreu decréscimo de -0,7°C a cada ciclo, acrescido de 24 ciclos finais
de 94°C por 30 segundos, 56°C por 1 minuto e 72°C por 2 minutos.

Os fragmentos foram separados por eletroforese em gel de poliacrilamida
desnaturante (poliacrilamida 6%, 7,5M ureia) em cuba vertical de eletroforese S3S
OWL (Thermofisher). Para o preparo do gel, as placas foram previamente lavadas
com SDS 10%, enxaguadas com agua destilada morna, e tratadas com alcool 70%
(3x) e élcool 100% (3x), ou até a completa retirada de impurezas. Apds a
evaporacao completa do alcool, a placa menor, na qual o gel permanece aderido, foi
tratada com 1 ml de solugcédo de Bind-Silane (95% etanol absoluto, 4,7% de acido
acético glacial, 0,3% de Bind-Silane), e a placa maior foi tratada com 6leo de oliva.
Foram utilizados espacadores de 0,4 mm e as placas foram fechadas com fita PVC e
grampos, para evitar vazamentos do gel. Foi adicionado a solucéo de poliacrilamida,
0,53% de persulfato de amobénio (10%) e 0,053% de TEMED
(Tetrametiletilenodiamina). Apos 1h, foram retirados grampos, fita, pente e
espacador inferior, e as placas foram posicionadas na cuba, com a placa menor em
contato com a superficie de aquecimento. Utilizou-se tampao TBE 1x no reservatorio
superior e TBE 1x + AcONa 1M na inferior, ambos previamente aquecidos. Foi
realizada pré-corrida de 60 minutos nas condicbes de 2200V, 40mA e 55W, preé-
aquecendo as placas a temperatura de 50°C. Foi aplicado tampao de formamida nas
amostras (98% formamida, 10mM EDTA pH8 0,5M, 0,05% azul de bromofenol,
0,05% xilenocianol), em volume equivalente, e estas foram desnaturadas em

termociclador a 94°C por 10 minutos, seguidas de banho de gelo. Dez microlitros de
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amostras foram aplicadas no gel, seguida de corrida de 1 hora e 45 minutos, sob
2000V, 40mA e 55W.

Para a coloracdo com prata, o gel foi tratado com acido acético 10% por 30
minutos, sob agitacdo constante. Em seguida, foi mergulhado em recipiente com
agua destilada por 2 minutos, sob agitacdo, sendo repetida a operacéo até a retirada
completa da solucdo de acido acético 10%. Para a impregnagdo, o gel foi
mergulhado em 1 litro de solugdo de coloracao (nitrato de prata 0,1%, 0,05% de
formaldeido) durante 30 minutos, sob agitacdo e protegida da luz. Em seguida, foi
feita a imersdo em &agua destilada por trés segundos para retirar 0 excesso da
solucdo de coloragcdo. A etapa de revelagdo foi feita com 1 litro de solugéo
reveladora (carbonato de calcio 3%, formaldeido 0,05% e tiossulfato de sédio
0,002%), por dois minutos ou até a visualizacdo das bandas. Ao final do processo, o
gel foi fixado em solucdo de acido acético 10%.

A interpretacdo dos padrbes de metilacéo foi realizada através da analise da
presenca ou auséncia de bandas observadas em M’ e H’ para seu respectivo tecido.
Por exemplo, para analise do padrdo de metilacdo do tecido organogénico referente
ao tempo zero, € necessario combinar as informacdes de O0 M’ com O0 H'. O
padrdo de presenca/auséncia de bandas informara o nivel de metilacdo dos
marcadores em questdo, baseando-se nos padrdes descritos na introducdo deste
trabalho. Foram considerados marcadores as bandas visiveis, mesmo que em baixa
intensidade, tendo como critério a reprodutibilidade entre as réplicas e a ocorréncia
de mudancas no padrdo de metilacdo em mais de um sitio de corte. Marcadores
com mudancas de padrdo de metilacgdo em somente um sitio ndo foram
considerados pois o padrdo de metilacdo pode sofrer mudancas estocasticas, ou
seja, que nado estejam associadas ao processo morfogénico. Os marcadores foram
classificados em “O” (marcadores de organogénese, que apresentavam padréo de
metilacdo estavel no calo embriogénico), “E” (marcadores de embriogénese, que
apresentavam padréo de metilacdo estavel no calo organogénico) e “D” (marcadores
diferenciais, que apresentavam padrédo de metilacdo distinto entre os tecidos
analisados). A nomenclatura para identificacdo dos marcadores baseou-se nos
nucleotideos de selecdo do primer EcoR | utilizado na etapa de amplificacdo mais
um namero sequencial, que sempre se iniciarA com o marcador de maior peso
molecular. Portanto, o primeiro marcador identificado no conjunto de primers EcoR |
+ CAT/Msp I-Hpa Il + GTCA foi denominado CAT/GTCA.1, e assim sucessivamente.
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6.6 Individualizagdo de fragmentos e reamplificagdo de bandas

Para a reamplificacdo de fragmentos de DNA previamente individualizados nos
géis de poliacrilamida desnaturante 6% corado com nitrato de prata, bandas de DNA
de diferentes intensidades foram sacadas do gel com o auxilio de uma espatula. Os
fragmentos foram mantidos em eppendorff com 30 uL de agua Milli-Q, e estocados
em freezer a -20°C até utilizacdo. Os fragmentos foram descongelados em
temperatura ambiente e macerados utilizando micropistilo autoclavado, até que a
poliacrilamida ficasse totalmente fragmentada. As reacdes de reamplificagcdo foram
realizadas em duplicatas sob as seguintes condi¢des, para volume final de 20 pL: 7
uL de GoTaq Master Mix (PROMEGA), 2 uL de amostra, 4 yL de primer foward 15
ng/uL, 4 uL de primer reverso 15 ng/uL, 1 pL de agua milli-Q, utilizando-se a mesma
ciclagem e combinacdo de primers que foi utilizada para a amplificacdo seletiva do
fragmento no MSAP.

Alternativamente, testou-se a reamplificacdo a partir de produto de PCR
proveniente do protocolo descrito acima. Neste caso, foram aplicados 2 pL de
produto de PCR diluido 1:5 na reacado, ao invés de utilizar-se a amostra original,
seguindo-se as mesmas condi¢cdes de amplificacéo e ciclagem. Cinco microlitros dos
produtos de PCR foram aplicados em gel de agarose 2,5%, e realizada eletroforese
a 80V por 25 minutos. No caso da presenca de mais de uma banda por amostra, 5
puL dos produtos de PCR foram aplicados em gel de agarose low melting 2,5%, e
realizada eletroforese a 80V por 25 minutos. Apéds a separacao dos fragmentos, a
banda de interesse foi cortada e a amplificagéo foi repetida.

6.7 Reconstrucdo de sequéncia gendmica correspondente a regido de corte de

selecao +3 do primer Msp | - Hpa Il + GTCA e busca em banco de dados

A sequéncia genbmica alvo da regido de corte enzimético 5’-CCGG-3’ da
endonuclease Msp I/ Hpa Il e os nucleotideos adjacentes correspondentes a
amplificacdo seletiva pelo primer Msp | - Hpa Il + GTCA foram reconstruidas,
correspondendo a 5’ TGACCGG 3'.

Com o objetivo de verificar a ocorréncia da sequéncia 5-TGACCGG-3’ ao
longo de motifs anotados como pontos de interacdo DNA-TFs, foi realizada uma

busca contra as informacgdes contidas na plataforma PlantTFDB 4.0, em colaboracao
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com o Dr. Rafael Perigeorge (UERJ - Depto. de Genética). Devido ao fato de as
regibes de interacdo de fatores de transcricdo (TFs) serem passiveis de variagdo
dentro do genoma, essas informacfes sdo comumente representadas como
matrizes (Position-Specific Scoring Matrices), que apresentam a probabilidade de
ocorréncia de cada residuo, por posicdo, dentro do motif relacionado com a
interacdo proteina-DNA. Para a recuperacdo da sequéncia dos TFs, uma vez que
elas ndo sao disponibilizadas pelo banco de dados, foram elaborados Scripts na
linguagem de programacéao Perl, tendo como critério para inclusdo apenas o residuo
com maior probabilidade em cada uma das posicBes. ApOGs a recuperacdo, as
sequéncias foram comparadas contra os produtos do corte enzimético por meio de

Shell script e checadas manualmente.
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7 RESULTADOS

7.1 Inducédo da calogénese a partir de explantes cotiledonares

A calogénese foi iniciada em torno do quarto dia de cultura, observando-se a
formacgéo de pequenos aglomerados de células, que se tornaram visiveis apos sete
dias (Figura 7). Entre 10 e 14 dias, foram observadas as caracteristicas especificas
de calos embriogénicos e organogénicos, respectivamente nas regidées proximal e
distal, confirmando resultados obtidos anteriormente (MERHY, 2009). Apés 21 dias,

os dois tipos de calos misturavam-se, dificultando sua individualizag&o.

Figura 7 - Inducdo de calogénese a partir de segmentos
cotiledonares de Solanum melongena cv. Florida Market
cultivados em meio MS suplementado com BAP a 5 mg/L, por

diferentes periodos.

10 DIAS 14 DIAS

Legenda: A: Segmento cotiledonar logo apds a excisdao com extremidade
proximal (P) e distal (D). B, C e D: calos embriogénicos (CE) e
organogénicos (CO) ap6s 7, 10 e 14 dias de cultura,
respectivamente. Barra: 1 cm.
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7.2 Andlise de fragmentos gerados na etapa de amplificacdo seletiva

Foram testadas 19 combinagOes de primers, das quais 15 apresentaram
amplificacdo satisfatéria, com fragmentos individualizados no gel, gerando um total
de 715 bandas. O conjunto de primers que apresentou 0 maior numero de bandas
(188) foi CAG x GTCA (Figura 8). Os primers CAAC x GTCA, AGA x AGAC, AGA x
ATGT e ATC x ATGT nao produziram padrées de fragmentos que pudessem ser
analisados (dados nao apresentados). Os primers com a primeira base seletiva C
apresentaram um numero maior de bandas e com maior nitidez em comparacao com
0s demais.

Considerando o conjunto completo de primers e um total de 852 eventos de
metilacdo de DNA, a maior frequéncia foi observada na metilacdo completa, que
correspondeu a 43,9% dos eventos totais, seguida de demetilacdo (26,96%),
metilagdo externa (20,63%) e metilagdo interna (8,9%). Analisando-se 0s eventos
epigenéticos por via de regeneracdo, tantos os calos organogénicos quanto 0s
embriogénicos seguiram o padrdo geral observado, porém com valores distintos
para cada via (Grafico 1). A diferenca mais expressiva entre as taxas de metilacdo
nos tecidos organogénicos e embriogénicos foi observada nos eventos de
demetilacéo, diferindo 5,57%.



Figura 8 — Gel de poliacrilamida desnaturante 6% corado com nitrato
de prata com fragmentos de DNA de cotilédones, calos
organogénicos e embriogénicos de Solanum melongena nos tempos
de 0, 7, 10 e 14 dias de cultura amplificados pelo conjunto de primers
CAG x GTCA

Organogénico Embriogénico

A A

6 9 46 1% " & 7 15 2%
ILMHMHMHMHMHMHMHMH

Legenda: L:marcador de peso moledular 100bp; M: digestdo com a enzima Msp I;
H: digestdo com a enzima Hpa IlI; 0: tempo inicial de cultura; 7: 7 dias de
cultura; 10: 10 dias de cultura; 14: 14 dias de cultura.
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Gréafico 1- Taxas totais de eventos de metilagdo de DNA de calos embriogénicos
e organogénicos de Solanum melongena cv. Florida Market cultivados em meio
MS suplementado com BAP 5 mg/L, considerando-se todos os primers e tempos

de cultura
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completa interna externa metilagao

As taxas dos eventos de metilacdo apresentaram flutuagdo ao longo do
periodo de cultura em ambos os calos organogénicos e embriogénicos. No inicio do
desenvolvimento (sete dias), observa-se aumento dos niveis de metilacdo em
ambos os tipos de calo. Apos 10 dias, a taxa de metilacdo é reduzida, especialmente
nos calos organogénicos. Ap6s este periodo a taxa de metilacdo completa se
mantém constante nos calos organogénicos, observando-se um aumento expressivo
dos eventos de demetilacdo. O tecido embriogénico apresenta aumento nos niveis
de metilagéo e decréscimo nos eventos de demetilagdo para o tempo de cultura de
14 dias (Gréfico 2).
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Gréfico 2 - Taxas de eventos de metilagio de DNA observados em calos
organogénicos e embriogénicos de Solanum melongena cv. Florida Market
cultivados em meio MS suplementado com BAP 5 mg/L nos periodos de 0, 7, 10

e 14 dias, considerando-se todos os primers
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Os diferentes tipos de eventos de metilacdo (metilacdo completa, metilacéo
interna, metilacdo externa e demetilacdo) foram contabilizados por tempo de cultura
e via de regeneracao, para cada combinacéo de primers, especificados na Tabela 1.
O conjunto de primers que apresentou 0 maior numero de eventos de metilacéao foi
CAG x GTCA, com um total de 181.
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Tabela 1 - NUmero de eventos de metilacdo de DNA observados em todos 0s conjuntos de

primers testados para o explante inicial e em calos organogénicos e embriogénicos

induzidos a partir de explantes cotiledonares de Solanum melongena cv. Florida Market

cultivados em meio MS suplementado com BAP 5 mg/L

Organogénese Embriogénese
Combinacéo . Tempo de cultura Tempo de cultura Total
: Evento de metilagéo . ; de
de primers (dias) (dias)
eventos
0 7 10 14 0 7 10
Metilacdo completa 7 15 3 3 4 1 2 14 49
CAG x GTCA Met!Ia(;ao interna 1 1 0 0 1 3 4 1 11
Metilacdo externa 2 5 19 4 4 8 16 7 65
Demetilacdo 13 1 0 16 14 10 1 1 56
Metilacdo completa 3 3 2 2 0 2 3 2 17
CAT x GTCA Metflagao interna 0 5 0 0 0 0 0 0 5
Metilacdo externa 2 0 6 5 0 0 0 0 13
Demetilacdo 3 0 0 1 8 6 5 6 29
Metilacdo completa 2 4 4 4 0 4 5 5 28
AAG x G Met!Iagao interna 1 1 0 1 3 1 1 1 9
Metilagcdo externa 0 1 1 0 0 1 0 0 3
Demetilacdo 3 0 1 1 3 0 0 0 8
Metilacdo completa 6 6 6 5 1 7 6 6 43
AAG X ACCA Met!Iagao interna 0 0 0 1 4 0 1 1 7
Metilacdo externa 1 2 2 1 0 0 0 0 6
Demetilagdo 1 0 0 1 3 1 1 1 8
Metilacdo completa 4 5 5 5 1 5 5 6 36
AAG x AGAC Met!Iagao interna 0 1 0 0 0 0 0 0 1
Metilacdo externa 1 0 0 1 3 0 0 0 5
Demetilacdo 1 0 1 0 2 1 1 0 6
Metilacdo completa 1 2 1 3 0 1 2 3 13
AAG x ATGT Met!Iagao interna 1 1 0 0 1 2 1 0 6
Metilacdo externa 0 0 1 0 0 0 0 0 1
Demetilacdo 1 0 1 0 2 0 0 0 4
Metilacdo completa 4 7 4 6 5 4 3 5 38
ACG X AAAG Met!Ia(;ao interna 0 0 0 2 0 1 1 2 6
Metilacdo externa 3 1 4 0 2 3 3 2 18
Demetilacdo 2 1 1 1 2 1 1 1 10
Metilacdo completa 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ACG x ACCA Metilacado interna 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Metilacdo externa 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Demetilacdo 3 3 3 3 3 3 3 3 24
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Organogénese Embriogénese Total
Combinacéao Evento de Tempo de cultura Tempo de cultura de
de primers metilacao (dias) (dias) eventos
0 7 10 14 O 7 10 14
Metilacdo completa 0 0 1 2 0 2 2 2 9
ACG x AGAC Met!Ia(;ao interna 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Metilacdo externa 0 2 0 0 0 0 0 0 2
Demetilagdo 3 1 2 1 3 1 1 1 13
Metilacdo completa 2 5 7 4 0 7 5 7 37
ACG x ATGT Met!Ia(;ao interna 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Metilacdo externa 0 3 1 1 2 0 2 0 9
Demetilacdo 7 1 1 4 7 2 2 2 26
Metilacdo completa 4 8 7 5 2 8 5 11 50
AGA x G Met!Iagao interna 1 3 0 1 5 2 1 0 13
Metilacdo externa 5 3 6 7 2 2 6 3 34
Demetilacéo 4 0 1 1 5 2 2 0 15
Metilacdo completa 0 0 0 0 0 2 2 3 7
AGA x ACCA Met!Iagao interna 0 2 3 2 0 0 1 0 8
Metilacao externa 3 0 0 0 3 0 0 0 6
Demetilacdo 0 1 0 1 0 1 0 0 3
Metilacdo completa 0 4 3 4 0 5 3 4 23
ATC x G Met!Iagao interna 5 0 0 0 5 0 0 0 10
Metilacdo externa 0 2 3 2 0 1 3 2 13
Demetilagdo 1 0 0 0 1 0 0 0 2
Metilacdo completa 1 1 1 1 0 1 1 1 7
ATC x ACCA Met!Iagao interna 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Metilacdo externa 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Demetilacdo 2 2 2 2 3 2 2 2 17
Metilacdo completa 2 2 2 2 1 2 1 2 14
ATC x AGAC Met!Iagao interna 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Metilacdo externa 0 0 0 0 0 0 1 0 1
Demetilacdo 1 1 1 1 2 1 1 1 9
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Das 15 combinacdes de primers funcionais para berinjela, 11 apresentaram

mudanc¢as no padrdo de metilacdo ao longo do tempo de cultura ou entre os calos

analisados. Os primers com mudancas de padrdo de metilagdo estdo especificados

na Tabela 2.

Tabela 2 - Combinacdes de primers que apresentaram mudancgas no

padrdao de metilacdo de DNA ao longo do tempo de cultura ou entre

calos organogénicos e embriogénicos de Solanum melongena cv.
Florida Market

Combinacdes de primers com mudancas de

padrao de metilacdo de DNA

EcoR I+ CAG xMsp I -Hpall + GTCA
EcoR I + ACG x Msp | - Hpa Il + AAAG
EcoR | + AAG x Msp | - Hpa Il + ACCA
EcoR | + ACG x Msp | - Hpa Il + AGAC
EcoR | + AAG x Msp | - Hpa Il + AAAG
EcCOR I+ ACG xMsp I -Hpall + ATGT
EcoR | + CAT xMsp | - Hpa Il + GTCA
EcoR | + AGA x Msp | - Hpa Il + AAAG
EcoR | + AAG x Msp | - Hpa Il + AGAC
EcoR I+ AGA X Msp | - Hpa ll + ACCA

EcoR | + AAG x Msp | - Hpa Il + ATGT

Foram observados ao total 67 eventos de mudancga de padrdo de metilagéo

comparando-se tecidos organogénicos e embriogénicos para o0 mesmo tempo de

cultura. O conjunto de primers EcoR | + CAG x Msp | - Hpa Il + GTCA apresentou o

maior numero de mudancas de metilacdo (22) entre os tecidos analisados (Grafico

3).
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Gréafico 3 - Numero de eventos de mudanca de padrdo de metilagdo entre calos

organogénicos e embriogénicos ao longo do tempo de cultura para cada conjunto de

primers testados.

Numero de mudangas de padrdo de metilagdo observados

entre calos organogénicos e embriogénicos
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B AGA x ACCA
AGA x AAAG
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Analisando-se o padrao de metilacdo obtido com esses primers ao longo do

tempo de cultivo, pode-se observar uma dinamica particular em cada tipo de calo

(Gréafico 4).

Grafico 4 - Padréo de metilacdo de DNA observado em calos organogénicos

e embriogénicos de Solanum melongena cv. Florida Market para o conjunto

de primers EcoR | + CAG x Msp | - Hpa Il + GTCA ao longo do tempo de

cultura
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Dos fragmentos que apresentaram algum tipo de mudanca no padrdo de
metilacdo, 34 atendiam aos critérios aplicados para a selecdo de marcadores. O
maior numero de marcadores (11) foi observado no conjunto de primers CAG X
GTCA, e 0s menores numeros nos conjuntos ACG x AGAC, AAG x ACCA e AAG x
AGAC, todos com somente um marcador. Somente o0 conjunto de primers CAG x
GTCA apresentaram os trés tipos de marcadores (organogénicos, embriogénicos e
diferenciais). Os marcadores selecionados como possivelmente associados a
ativacdo das vias organogénica ou embriogénica, ou que permitiram a diferenciacao
entre ambas estdo apresentados nas Tabelas 3, 4 e 5. Seu padrdao de metilagcédo

esta representado por presenca (1) e auséncia (0).

Tabela 3 - Lista de marcadores epigenéticos selecionados como potencialmente
envolvidos com a ativacdo e desenvolvimento da via organogénica em explantes
cotiledonares de Solanum melongena cv. Florida Market cultivados em meio MS +
BAP 5 mg/L

o0 OO0 O7 O7 010 O1 014 O1 EO EO E7 E7 E10 E1 E14 El14
M H M H M OH M 4H M H M H M OH M H

CAG/GT -
CA 1 0O O 0 1

Marcador

CATIGT
CA.2 0 0 0 0 0 1
CATIGT 1
CA3
CATIGT 1
CA.4
CATIGT 1
CA5
CATIGT 1
CA.6
AGA/AA 1
AG.1
AGA/AA 1
AG.3
AGA/AC
CA.1 0 1 0 0O 1 0 O 0 0 0 0
AGA/AC
CA.2 0 1 0 0O 1 0 O 0 0 0 0

Legenda: O: tecido organogénico; E: tecido embriogénico; O: dia da inoculagéo; 7: 7 dias de cultura;
10: 10 dias de cultura; 14: 14 dias de cultura; M’: digestdo com EcoR I/ Msp [; H’: digestao
com EcoR I/Hpa IlI; azul claro: auséncia de metilagdo; azul médio: hemimetilagdo; azul
escuro: metilagdo completa.
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Tabela 4 - Marcador epigenético selecionado como potencialmente envolvido com a
ativacdo e desenvolvimento da via embriogénica (marcadores embriogénicos) em

explantes cotiledonares de Solanum melongena cv. Florida Market cultivados em
meio MS + BAP 5 mg/L

Marcador oo OO0 O7 O7r O1 O1 O1 01 EO0O EO E7 E7 E1 E1 E1

El
M H M H OM OH 4M 4H M H M H OM OH 4M 4H
CAAG/]_(';’_TC 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0

Legenda: O: tecido organogénico; E: tecido embriogénico; O: dia da inoculagéo; 7: 7 dias de cultura;
10: 10 dias de cultura; 14: 14 dias de cultura; M’: digestdo com EcoR I/ Msp |; H’: digestao

com EcoR I/Hpa Il; azul claro: auséncia de metilacdo; azul médio: hemimetilacdo; azul
escuro: metilagdo completa.
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Tabela 5 - Lista de marcadores epigenéticos que apresentavam padrdo diferencial
(marcadores diferenciais) entre os tecidos organogénico e embriogénico em explantes
cotiledonares de Solanum melongena cv. Florida Market cultivados em meio MS + BAP 5
mg/L

o0 O7r O7 O1 01 01 01 EO EO E7 E7 E1 E10H El E1

Marcador H M H OM OH 4M 4H M H M H OM 4M  4H

o o0

CAG/G
TCA.4
CAG/G
TCA.9
CAG/G
TCA.S
CAG/G
TCA.6
CAG/G
TCA.7
CAG/G
TCA.8
CAG/G
TCA.10
CAG/G
TCA.3
ACG/A
AAG.5
CAG/G
TCA.13
CAT/GT
CA.1l
AAG/A
AAG.2
AAG/A
CCA.l
AAG/A
GAC.1
AAG/A
TGT.1
AAG/A
TGT.2
ACG/A
AAG.2
ACG/A
GAC.1
ACG/A
TGT.1
ACG/A
TGT.2
ACG/A
TGT.4

AGA/A

AGA/A
AAG.5 0 O 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0

0 1 0 0

Legenda: O: tecido organogénico; E: tecido embriogénico; O: dia da inoculagéo; 7: 7 dias de cultura;
10: 10 dias de cultura; 14: 14 dias de cultura; M’: digestdo com EcoR I/ Msp [; H’: digestao
com EcoR I/Hpa IlI; azul claro: auséncia de metilagdo; azul médio: hemimetilagdo; azul
escuro: metilagdo completa.
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7.3 Individualizacao de fragmentos e reamplificacéo

O protocolo utilizado para a reamplificacdo de fragmentos de DNA a partir de
géis de poliacrilamida corados com nitrato de prata ndo apresentou diferenca na
qualidade da amplificacdo entre bandas “fortes” e “fracas” retiradas do gel de
poliacrilamida (Figura 9), sendo geradas bandas bem marcadas e visiveis em ambas
as condicoes.

A amplificacdo da banda “forte” diretamente do fragmento de poliacrilamida
evidenciou duas bandas, sendo uma em baixa intensidade (Figura 8). Ao contrario, a
amplificacéo de “Forte P2” a partir do produto de PCR “Forte P1” resultou em duas

bandas de mesma intensidade (Figura 8).

Figura 9 - Fragmentos de DNA de Solanum melongena cv. Florida
Market reamplificados a partir de bandas em gel de poliacrilamida

6% desnaturante.

Ladder «pqrte” “Fraca” “Forte” “Fraca”
100bp  p;  p2 PL Pl

i 7

Legenda: “Forte P2”: banda de intensidade forte reamplificada a partir de
produto de PCR; “Fraca P2": banda de intensidade fraca a partir de
produto de PCR; “Forte P1”: banda de intensidade forte reamplificada
diretamente de fragmento retirado do gel de poliacrilamida; “Fraca
P1”: banda de intensidade fraca reamplificada diretamente de
fragmento retirado do gel de poliacrilamida; setas indicam banda
“extra”.
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Com a individualizagdo da banda de interesse, a remogéo da banda “extra”
(indicada pelas setas em “Forte P1” e “Forte P2”) e a reamplificacdo do produto a

partir do gel de agarose, a banda “extra” nao foi mais visualizada.

A reconstrucdo do motif formado pelo sitio de corte 5-CCGG-3’ e o primer
Msp | - Hpa Il + GTCA gerou no genoma a sequéncia 5’- CCGGTCA -3’ (Figura 10).
A andlise dos motifs recuperados indicou que uma das sequéncias produzidas pelo
corte enzimatico (5’-TGACCGG-3’) foi verificada ao longo do motif atribuido a familia
LFY (TATIGACCGGCGGTCAATA). A proteina Sme2.5 00125.1 g00013.1 de S.
melongena foi anotada a partir de dados experimentais gerados pelo método SELEX
na especie A. thaliana (Gene AT5G61850; Swiss-Prot ID: LFY_ARATH), assim como
as informacgbes de todos os 282 TFs da espécie presentes no banco de dados.
Ambas as proteinas apresentam a mesma arquitetura de dominios funcionais (DNA
Binding Domain (C-terminal) Leafy/Floricaula; Pfam ID: PF17538.2 e Floricaula /
Leafy protein SAM domain; Pfam ID: PF01698) e o alinhamento global (Needle)
revelou que as duas compartilham 55,8% de identidade (relacionado a homologia da
sequéncia) e 65,5% de similaridade (relacionado as fun¢gbes da sequéncia),

reforcando sua proximidade.

Figura 10 - Reconstrucdo do motif formado pelo sitio de corte 5'-
CCGG-3’ e o primer Msp | - Hpa Il + GTCA

2=

A<T

0- o 0

- - - - -

ATT AW CUTANT,

-
- -

Legenda: O sitio 5-CGGTCA-3’ ocorre da posicdo 10-16. O tamanho das letras
estabelece uma relacdo direta com a probabilidade de uma determinada
base ocorrer em determinada posi¢éo.
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8 DISCUSSAO

A metilacdo de DNA é o mecanismo epigenético mais estudado e melhor
descrito em eucariotos (MIGUEL; MARUM, 2011; SMITH; MEISSNER, 2013). O
padrdao de metilacdo varia de acordo com o momento fisiologico do organismo,
sendo responsivo a diversos fatores, tais como processos morfogénicos e fatores
ambientais bidticos e abidticos. Na cultura de tecidos vegetais, as condi¢bes de
estresse as quais materiais in vitro sdo submetidos também podem influenciar
diretamente a regulacédo da expressao génica por alteracdes no padrdo de metilacédo
de DNA (DE-LA-PENA et al., 2012). Deste modo, mudancas observadas nos
padrées de metilacdo de DNA durante processos morfogénicos in vitro sdo bons
indicadores da modulacao de genes inerentes a cada via de regeneracao.

Neste trabalho, o MSAP foi escolhido por ser uma ferramenta de baixo custo,
versatil e eficiente para a deteccdo de alteracbes sitio-especificas nos padrées de
metilacdo de DNA, detectados por meio de endonucleases de restricdo sensiveis a
metilacdo. O material vegetal foi derivado de sementes de uma cultivar comercial de
berinjela, para a qual se espera pouca variacdo polimorfica. Para excluir estes
polimorfismos, foram utilizados pools de amostras.

Para a realizacdo das andlises, foram necesséarios alguns ajustes nas
condi¢bes de pré-corrida e corrida eletroforética do protocolo de MSAP desenvolvido
por Pacheco e colaboradores (2008). O tempo de pré-corrida foi aumentado para 60
minutos e os tampdes foram aquecidos previamente, com o0 objetivo de obter maior
homogeneidade na temperatura da placa. O tempo de corrida foi reduzido de 2:45h
para 1:45h, visto que ,ao final desse periodo, as bandas j& estavam
satisfatoriamente separadas.

As taxas de cada tipo de evento de metilagdo de DNA (metilacdo completa,
metilacdo interna e externa e demetilacdo) variam de acordo com a espécie
utilizada, genotipo, tipo de explante, estado fisiologico e condi¢cbes fisicas
(RATHORE; MASTAN; AGARWAL, 2015). Em cotiléedones de berinjela e nos dois
diferentes tipos calos formados, o evento de metilagdo completa foi o mais
observado, com diferengcas em torno de 15% para o segundo evento mais frequente
(demetilacdo). As taxas de metilacdo de DNA obtidas para cada via estdo proximas

as descritas para linhagens organogénicas (MAURY et al., 2012) e embriogénicas
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(MONJA-MIO et al., 2018) de outras espécies vegetais. Assim como em outros
organismos multicelulares complexos, niveis mais altos de metilagdo podem indicar
um controle mais eficiente da acdo de transposons e retrotransposons, que Sao
muito frequentes em plantas (MIGUEL; MARUM, 2011), além de uma regulacao
adicional para controlar o desenvolvimento de diferentes tipos celulares (WANG et
al., 2012).

Os marcadores CAG/GTCA.1, CAT/GTCA.2, CAT/GTCA.3, CAT/GTCA.4,
CAT/GTCA.5, CAT/GTCA.6, AGA/AAAG.1, AGA/AAAG.3, AGA/ACCA.l1 e
AGA/ACCA.2 apresentaram-se estaveis durante o desenvolvimento no tecido
embriogénico e, portanto, foram classificados como exclusivos de organogénese.
Por outro lado, CAG/GTCA.1 e CAT/GTCA.3 apresentaram padrdo demetilado no
inicio e ao fim do desenvolvimento de calos, podendo ser Uteis para a analise dos
genes expressos durante esse periodo. As combinacbes CAT/GTCA.4,
AGA/AAAG.1 e AGA/AAAG.3 apresentaram padrdo demetilado no inicio da cultura,
portanto podem estar associados a regides génicas expressas em tecidos
diferenciados e no inicio da formacao de calos. Todos os marcadores obtidos com
0s conjuntos de primers CAT x GTCA e AGA x ACCA foram classificados como
organogénicos e, portanto, estes primers sdo indicados para a identificacdo e
obtencdo de marcadores e genes relacionados com 0 processo organogénico em
berinjela.

O marcador CAG/GTCA.11 foi classificado como exclusivo de
embriogénese, jA que manteve seu padrdo de metilagdo inalterado no tecido
organogénico. No padrédo de metilacdo do tecido embriogénico, o marcador
apresentou alteracbes na posicdo do grupo metila no inicio e meio do
desenvolvimento, até permanecer totalmente metilado no periodo final de cultura. A
obtencdo de marcadores organogénicos e embriogénicos exclusivos aponta a
possibilidade de utilizacdo da técnica de MSAP como diagndstico na diferenciagéao
de tecidos organogénicos e embriogénicos de berinjela. Além disso, a presenca de
marcadores exclusivos permite o posterior isolamento e sequenciamento destes
fragmentos para identificacdo de genes putativos ligados ao desenvolvimento de
cada via separadamente.

Os marcadores classificados como “D” (diferenciais) apresentam padrao de
metilacdo distinto entre os tecidos analisados, porém, ao contrario dos marcadores

“‘O” e “E”, possuem variacbes nos padroes de metilacdo em ambas as vias. Os
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conjuntos de marcadores CAG/GTCA.4 e CAG/GTCA.9, CAG/GTCAS5 e
CAG/GTCA.6, e CAG/IGTCA.7, CAG/IGTCA.8 e CAG/GTCA.10 apresentaram o
mesmo padrdo de metilacdo, podendo estar envolvidos com a regulacdo de um
mesmo grupo de genes ou de uma mesma via de regeneracao.

O maior numero de modificagcbes de padrao de metilagdo entre os tecidos
organogénico e embriogénico foi observado apds sete dias de cultura, apresentando
24 modificacdes, seguido dos tempos de 14, 10 e 0 dias, com 23, 16 e 6 alteracdes,
respectivamente. No 7° dia de cultura, observou-se em ambos 0s calos um aumento
significativo nos niveis de metilagdo. No sistema de indugcdo simultinea de calos
utilizado neste trabalho, no oitavo dia de cultura foi observada a formacao de centros
meristematicos, de mesma origem celular (MERHY, 2009). Para a formacdo de
centros meristematicos, é necessario que parte do tecido cotiledonar se
desdiferencie para recuperar sua totipoténcia. Para isso, um dos processos
necessarios € a ocorréncia de uma reprogramacdo epigenética. Deste modo, as
células em processo de desdiferenciacdo perderiam marcadores epigenéticos
presentes no genoma das células do tecido original (SMULDERS; DE KLERK,
2011). Assim como o observado neste trabalho, ja foi reportado na literatura que o
processo de desdiferenciacdo € acompanhado por um aumento nas taxas de
metilacdo (FRAGA; RODRIGUEZ; CANAL, 2002; CAUSEVIC et al.,, 2005),
possivelmente envolvidas com a repressdo de genes ativos no explante inicial.

Nos calos organogénicos, foi observado um aumento das taxas de
demetilagcdo e metilagdo externa, assim como a diminuicdo da metilagdo completa,
apos 10 dias de cultura. O aumento dos niveis de demetilacdo pode estar
relacionado a alta taxa mitética observada nesse periodo (MERHY, 2009). Tecidos
com alta atividade mitética podem apresentar reducdo das taxas de metilacéo,
devido a perda transitoria dos grupos metila durante a replicacdo. No 14° dia de
cultura ainda sdo observadas altas taxas de demetilacdo, porém o numero de
eventos de metilacdo completa permaneceu estavel em relacdo ao 10° dia. A
estabilidade dos niveis de metilacdo e a alta taxa de demetilacdo podem estar
associadas a necessidade de mais genes ativos para a formacao de conjuntos de
feixes vasculares e para o desenvolvimento indireto de gemas observado nessa fase
(MERHY, 2009).

Ao contrdrio do observado na organogénese, calos embriogénicos

apresentaram uma pequena reducdo nos niveis de metilacdo e demetilacdo, apos
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10 dias de cultura. Entretanto, como a formacédo de embrides somaticos no modelo
utilizado ocorre em torno do 10° dia de cultura (MERHY, 2009), era esperado um
aumento dos niveis de demetilacdo e uma reducdo da metilacdo, de forma
semelhante ao observado na embriogénese de Agave fourcroydes (MONJA-MIO et
al., 2018) e Eleuteroccus senticosus (CHAKRABARTY; YU; PAEK, 2003) obtida em
resposta ao 2,4-D. A utilizagdo de 5-azacitidina, uma substancia demetilante, em
culturas de Acca sellowiana com 2,4-D também ja foi relacionada a indugcédo de
embrides somaticos (FRAGA et al., 2012). E possivel que o uso de BAP ao invés de
auxinas na inducdo de calogénese neste trabalho tenha sido responsavel pela
reducdo mais discreta nos niveis de demetilacdo, ao contrario do observado com
auxinas. Resultados semelhantes de reducfes discretas das taxas de metilacédo
utilizando BAP foram obtidos em embrifes zigéticos de Castanea sativa cultivados
meio suplementado com 2,4-D e BAP por trés semanas, sendo observada uma
reducdo de 2,5% nos niveis de metilagdo no inicio da formacao do embrido (VIEJO
et al., 2010). No periodo de 14 dias, ocorreu um aumento expressivo nos eventos de
metilacdo, atingindo 16,62% de metilacdo completa, ao contrario do observado nos
calos organogénicos. Um aumento nos niveis de metilagdo também foi observado
durante a formacdo do eixo embrionario em cultura de embribes zigoticos de
Castanea sativa ap0s sua transferéncia de meio de cultura suplementado com 2,4-D
e BAP para meio de cultura contendo somente BAP (VIEJO et al., 2010), atingindo
valores de metilacéo global similares.

Os primers com maiores numeros de bandas e qualidade de amplificacdo
possuiam a citosina como primeira base seletiva. Este resultado € um possivel
indicador de que a composi¢cdo do genoma de berinjela possui maior propor¢cédo de
citosinas e guaninas do que timinas e adeninas. O par de primers EcoR | + CAG x
Msp | - Hpa Il + GTCA produziu o maior niumero de bandas (188) e proporgédo de
bandas variaveis (22) na comparagcéo de calos organogénicos e embriogénicos. O
bom desempenho observado neste conjunto comparado aos outros primers testados
pode estar associado a presenca de mais de uma configuracdo de motif de
metilacdo no fragmento, além dos sitios de clivagem de EcoR | (5-GAATTC-3’) e
Msp I/Hpa Il (5-CCGG-3’). Sitios de metilacdo de DNA possuem trés tipos de
configuracbes possiveis, sendo CG, CHG ou CHH, no qual N = A, T ou C. A
presenca de mais de um motif de metilagdo pode indicar regides com maior

influéncia da metilagdo em sua regulacao.
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Analisando-se o padrdo de metilacdo exclusivamente dos primers EcoR | +
CAG x Msp | - Hpa Il + GTCA ao longo do tempo de cultivo, pode-se observar uma
dindmica particular em cada tipo de calo. No periodo entre 10 e 14 dias de cultura,
observa-se 0 aumento dos eventos de demetilacdo nos calos organogénicos e
aumento dos eventos de metilacdo completa nos calos embriogénicos. Essa
oposicao de padrbes pode indicar necessidades especificas de expressao/repressado
de genes em cada via de regeneracédo. Considerando-se o numero total de bandas,
proporcao de polimorfismos e a obtencdo de padrdo de metilagcdo especifico para
calos de cada via de regeneracdo, 0 conjunto de primers EcoR | + CAG x Msp | -
Hpa Il + GTCA torna-se um forte candidato a ser utilizado em analises de
expresssao génica em tecidos organogénicos e embriogénicos.

O primer Msp | - Hpa Il + GTCA compreende no genoma a regiao 5’-
CCGGTCA-3'. Essa sequéncia de bases abrange parte da sequéncia de ligacdo ao
DNA da familia de proteinas LFY (LEAFY), que € exclusiva em plantas e atua como
fator de transcricdo de um gene com o mesmo nome (WILLIAM et al.,, 2004). A
proteina LFY se liga diretamente ao dominio génico FLO/LFY (JIN et al., 2017),
formado pelo gene LEAFY (LFY) e seu homélogo FLORICAULA. Em Arabidopsis
thaliana o dominio FLO/LFY possui funcdo homedtica, regulando genes
responsaveis pelo desenvolvimento do meristema apical, diferenciagdo floral e
mudanca de identidade de meristema floral (diferenciacdo de alguns 6rgaos florais
como pétalas, sépalas, carpelos e estames) (WILLIAM et al., 2004). A ligacédo do
fator de transcricdo LFY ao dominio FLO/LFY, regula a expresséo de genes A, B e
C, que sdo conjuntos de genes que se expressam em locais especificos do
meristema floral, portanto cada grupo tera maior ou menor influéncia sobre a
formacdo de determinado 6rgao floral de acordo com sua distribuicdo (ESPINOSA-
SOTO; PADILLA-LONGORIA; ALVAREZ-BUYLLA, 2004). O conjunto A, constituido
dos genes APETALAl e APETALA2, esta envolvido na formagcdo de sépalas e
pétalas; o grupo B, formado por APETALA3 e PISTILLATA, atua na formacao de
estames e pétalas; e o grupo C composto pelo gene AGAMOUS, tem funcdo na
diferenciacdo de carpelos e estames (ESPINOSA-SOTO; PADILLA-LONGORIA;
ALVAREZ-BUYLLA, 2004). A amplificacao utilizando o primer Msp | - Hpa Il + GTCA
que compreende o motif 5-CGGTCA-3' no genoma de cotilédones, calos
organogénicos e embriogénicos de berinjela indica a possivel amplificagdo de

regides génicas reguladas pelo dominio FLO/LFY em outros tipos de meristemas,
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possivelmente envolvidas com a diferenciagcdo celular. Em Vitis vinifera, foi
observada a expressdo de VFL (ortélogo de FLO/LFY) em regides meristematicas
independente do seu destino celular, sugerindo que VLF ndo atua somente em
especificacdes de meristema floral, mas como na manutencdo da indeterminacao
tecidual antes da rediferenciacdo de meristemas apicais (CARMONA; CUBAS;
MARTINEZ-ZAPATER, 2002). Em Solanum lycopersicum, os genes NAM/CUCS3,
que estdo expressos na base do primordio foliar, realizam um loop regulatorio com
KNOXI/LFY-like, indicando uma corregulacdo no controle da formacdo de folhas
novas (BLEIN et al., 2008). Em tabaco, o gene UNIFOLIATA (NFL), homélogo de
FLO/LFY, esta expresso em tecidos vegetativos, sugerindo que NFL também tem
papel na determinacdo de folhas (HOFER et al., 1997). Desta forma, € posivel que
genes homodlogos a FLO/LFY sejam identificaveis a partir da combinacéo de primers
EcoR | + CAG x Msp | - Hpa Il + GTCA. Utilizando os protocolos de recuperacao de
bandas desenvolvidos é possivel localizar estas regibes e utlizando o padrdo de
metilacdo do seu fragmento fornecido pela MSAP, inferir sua atividade em cada tipo
de tecido analisado.

A utilizacdo do MSAP em conjunto como o sequenciamento de fragmentos é
uma abordagem recente da técnica. Além de possibilitar a inferéncia do nivel de
atividade dos genes presentes em um determinado fragmento por meio do padrao
de metilacdo, a combinacdo destas técnicas permite a amplificacdo e identificacao
dos amplicons de interesse. Ja foram realizados estudos relacionando modificacdes
epigenéticas com variagbes genéticas, fatores ambientais e tracos fenotipicos em
Prunus mume, sendo observado que alguns marcadores estavam ligados com o
formato de folhas e o metabolismo energético (MA et al., 2018). Foram também
identificadas sequéncias similares a dois genes (LACERATA e TREALOSE-6-
FOSFATO SINTASE S4) envolvidos com resposta ao estresse em fragmentos com
alteracdes no padrdo de metilacdo obtidos de cultivares de Colza sensiveis e
resistentes a seca (MARCONI et al., 2013). Além disso, 0 MSAP associado ao NGS
(sequenciamento de nova geracao) foi utilizado para a identificagdo de regibes
diferencialmente metiladas em somaclones e para a avaliagdo da capacidade de
fatores que provocam variacdes somaclonais em duas cultivares estaveis de trigo.
Foi identificado que elementos transponiveis sdo os fatores que tem maior
probabilidade de causar alteracdes somaclonais em plantas (BARANEK et al.,

2016). Deste modo, o sequenciamento de fragmentos que apresentaram diferencas
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no padréo de metilagdo em calos organogénicos e embriogénicos de berinjela
podera resultar na identificacdo de regides génicas envolvidas nas duas vias
morfogénicas estudadas neste trabalho.

Com base nos resultados aqui obtidos, pode-se também propor a
amplificacdo direcionada de fragmentos, utilizando primers especificos para regides
génicas de interesse, como outra forma de utilizagdo da técnica de MSAP. A partir
de fragmentos ou do genoma completo de referéncia disponivel em bancos de
dados, é possivel incluir o motif de interesse na sequéncia dos primers da
amplificacdo seletiva, para atuar como nucleotideos de selecdo. Essa abordagem
podera fornecer informacdes sobre o estado de metilacdo das regibes com o motif
selecionado, possibilitando a inferéncia do nivel de expressédo da regido génica em
guestdo. Dessa forma, a partir dos dados obtidos neste trabalho com a reconstrucéo
de sequéncia gendbmica correspondente a regido de corte de selecao +3 do primer
Msp | - Hpa Il + GTCA e busca em banco de dados, essa abordagem podera ser
aplicada utilizando-se 0 mesmo conjunto de primers para a amplificacéo de regides
com o dominio de ligacdo de proteinas da familia LFY, aumentando a chance de
localizagc&o de genes sob sua regulacao.

Neste estudo, a técnica de MSAP foi utilizada para a avaliagdo de padrbes de
metilacdo de DNA em calos embriogénicos e organogénicos gerados a partir de
cotilédones de berinjela. Foram observadas diferencas de padrdo de metilacdo de
DNA ao longo do desenvolvimento dos dois tipos de calo, as quais foram
relacionadas a andlise anatdmica da evolucdo das duas vias, realizada em trabalhos
anteriores do grupo (MERHY, 2009). O estudo comparativo dos padrbes de
metilacdo de DNA de calos organogénicos e embriogénicos, evidenciou diferencas
significativas entre as duas vias de regeneragcdo. O conjunto de primers EcoR | +
CAG x Msp | - Hpa Il + GTCA apresentou o melhor desempenho entre as 19
combinagdes testadas, produzindo o maior numero de bandas e marcadores.
Utilizando a sequéncia do primer Msp | - Hpa Il + GTCA foi possivel localizar na
literatura e em bancos de dados que a sequéncia 5-CGGTCA-3' corresponde ao
sitio de ligacdo ao DNA de um fator de transcricdo LFY, identificado em thaliana,
responsavel pela regulacdo do dominio FLO/LFY, que pode estar envolvido direta ou

indiretamente com 0s processos in vitro de berinjela.
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CONSIDERACOES FINAIS

A metodologia de MSAP foi eficiente na deteccdo de mudancas de
padrao de metilagdo ao longo da cultura de calos organogénicos e
embriogénicos e na comparacao de tecidos e calos de Solanum
melongena,

Calos organogénicos e embriogénicos apresentaram padroes de
metilacdo especificos para cada via, especialmente apdés o 10° dia de
cultura;

O conjunto de primers EcoR | + CAG x Msp | — Hpa Il + GTCA
apresentou a melhor qualidade de amplificacdo e maior niumero de
polimorfismos durante as analises;

A técnica de MSAP pode ser utilizada de modo direcionado, por meio
da construcdo dos primers da etapa de amplificacdo seletiva com
motifs de interesse, permitindo a inferéncia de atividade de expressao

génica no fragmento.
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PERSPECTIVAS

e |solamento de marcadores de interesse utilizando o conjunto de
primers EcCoR | + CAG x Msp | — Hpa Il + GTCA,

e Amplificacdo e sequenciamento dos marcadores utilizando os
protocolos de reamplificacdo de bandas;

e I|dentificacdo das regibes gendmicas ligadas aos marcadores

selecionados.
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