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RESUMO

Nos ultimos anos, a epigenética tem ganhado destaque na pesquisa biolégica por constituir
um nivel de regulacdo adicional aos mecanismos genéticos, com potencial envolvimento no
estabelecimento de fendtipos. Ha grande expectativa de que seu melhor entendimento possa
levar a uma melhor compreensao de uma série de processos biologicos complexos, como a
resposta a estresses bidticos e abidticos e processos adaptativos. Dentre as modificagoes
epigenéticas, a metilacio do DNA é a mais bem estudada, em parte pela capacidade
de deteccao facilitada pelas tecnologias de sequenciamento de DNA de proxima geracao
(NGS). Neste trabalho, é apresentada uma abordagem analitica custo-efetiva para de-
teccao de metilagoes do DNA a partir da aplicacao da tecnologia Methylation Sensitive
DArT Sequencing (MS-DArT-seq). Foi desenvolvido um protocolo computacional que
promove a detecgao de metilagdes do DNA e a caracterizacao do contexto gendmico das
metilacoes identificadas. Como estudo de caso, o protocolo computacional foi aplicado
para investigacao dos perfis de metilagao do DNA em diferentes amostras coletadas de
arvores da espécie Fucalyptus grandis. Milhares de sitios metilados foram identificados
e, como esperado, metilagoes do DNA amostra-especificas foram identificadas, embora o
perfil de metilagdo das amostras avaliadas seja bastante similar. A metodologia foi entao
aplicada em um desenho experimental mais complexo, no contexto do projeto TECHS
(Tolerance of Eucalyptus Clones to the Hydrous and Thermal Stresses), com o objetivo
de avaliar a associacao do padrao de metilagao do DNA com fatores ambientais. Cinco
clones de Fucalyptus, hibridos interespecificos de E. grandis e E. urophylla, plantados
em dois ambientes com caracteristicas edafoclimaticas contrastantes, foram utilizados na
analise. Dentre os milhares de sitios de metilacdo de DNA identificados verificou-se o
mesmo padrao anterior para um unico individuo, ou seja, a grande maioria das metilagoes
de DNA comuns aos dois ambientes e metilacoes ambiente-especificas detectadas para cada
clone. Andlises foram conduzidas para verificar associacao entre as metilagoes e caracteres
fenotipicos relacionados a crescimento (altura, volume e didmetro a altura do peito). Cen-
tenas de sitios de metilagao apresentaram associacao significativa, contudo, os resultados
indicam que o padrao de metilagdo do DNA evidéncia forte relagdo com a variacao genética.
Ademais, através de andalise de associagao com o ambiente, nao foi possivel estabelecer

uma associagao clara entre metilagao e os sitios experimentais amostrados.

Palavras-chaves: metilagdo do DNA, epigenética, MS-DArT-seq, Fucalyptus, plasticidade
fenotipica, TECHS.






ABSTRACT

In recent years, epigenetics has gained prominence among the fields of biological research.
As it constitutes an additional layer of regulation of the genetic mechanisms, with the
potential to interfere in an organism phenotype, there is a high expectation that the
understanding of its characteristics leads to a better comprehension of important biological
processes, such as the response to biotic and abiotic stress and adaptation. Among epigenetic
marks, DNA methylation is the best-studied, partly due to the detection capacity made
possible by the advance of the next-generation sequencing (NGS). This work introduces a
cost-effective analytical approach for DNA methylation detection using the Methylation
Sensitive DAr'T Sequencing (MS-DArT-seq) technology. A computational protocol that
promotes the identification of DNA methylation as well as the characterization of their
genomic context was developed. As a proof-of-concept, the computational protocol was
applied to ascertain the DNA methylation profiles of distinct samples of Fucalyptus grandis,
the genotype sequenced for the species reference genome. Thousands of methylated sites
were identified and sample-specific DNA methylation was identified, as expected, although
the methylation profile of the evaluated samples is mostly similar. Additionally, the
methodology was applied in a more complex experimental design provided by the TECHS
(Tolerance of Eucalyptus Clones to the Hydrous and Thermal Stresses) program plant
material. Five clones of Fucalyptus, E. grandis X E. urophylla hybrids, were used and
thousands of methylated sites detected. Again, it was observed that the vast majority of
the methylated sites was common to both environments, nevertheless environment-specific
DNA methylation was also determined for each clone. Analyses were conducted to test for
association between the methylated sites and traits related to growth (height, volume and
diameter at breast height). Although hundreds of methylated sites showed a significant
association with the measured traits, results suggest that the detected DNA methylation
holds a strong connection with underlying genetic variation. Moreover, it was not possible
to establish a clear connection between the presence of DNA methylations and the different

environments.

Key-words: DNA methylation, epigenetics, MS-DArT-seq, Fucalyptus, phenotypic plas-
ticity, TECHS.
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1 INTRODUCAO

1.1 EPIGENETICA

1.1.1 DEFINICAO DO TERMO “EPIGENETICA"

O termo “epigenética” foi originalmente cunhado em 1942 por Conrad Hal Wad-
dington para descrever os processos de desenvolvimento que levam a formacao do fenoétipo
a partir do gendtipo de um individuo (WADDINGTON, 2012). Dessa forma, originalmente,
o termo descrevia o campo de estudos que atualmente é conhecido como desenvolvimento
molecular (GREALLY, 2018). Na concepg¢ao de Waddington, os processos que constituem
um sistema bioldgico deveriam estar conectados entre si, formando uma rede onde uma
pertubacao nos estagios iniciais provocaria efeitos cada vez mais intensos nos 6rgaos
e tecidos desenvolvidos em estagios posteriores (DEICHMANN, 2016). Com o avango
cientifico e a descoberta de processos biologicos capazes de interferir na regulacao da
expressao génica independente do genotipo, o termo “epigenética” passou a ter diferentes
conotagoes (DEICHMANN, 2016).

Em uma delas, o termo epigenética refere-se a um nivel de informacgao além da
informacao contida na sequéncia de DNA, fazendo com que o genoma seja interpretado de
forma distinta nos diferentes tipos celulares e em diferentes fases do desenvolvimento. Por
essa defini¢ao, epigenética englobaria todas as modificagoes na cromatina, modificagoes
quimicas nas bases do DNA, além de outros reguladores da transcricao que atuam no
contexto da cromatina (GREALLY, 2018). Alternativamente, a epigenética pode ser
definida como o estudo das mudancas na fungao génica que sao herdadas mitdtica ou
meioticamente e que nao podem ser explicadas por mudancas na sequéncia de DNA
(DIEZ; ROESSLER; GAUT, 2014; FELSENFELD, 2014; IWASAKI; PASZKOWSKI, 2014;
DEICHMANN, 2016).

Em termos gerais, pode-se considerar que a informacao epigenética é mediada por

trés processos principais:

I) Metilagao de DNA, usualmente metilacao das citosinas, que esté envolvida com o
silenciamento de elementos repetitivos, principalmente os elementos transponiveis

(TEs) e associada a repressao da expressao génica,

IT) Modificagoes Pos-traducionais de Histonas (MPTHs) por adicdo de diferentes grupos
quimicos, como a metilagdo ou acetilagao de residuos especificos nas porcoes N-
terminal das histonas, os quais determinam o estado conformacional da cromatina,

podendo reprimir ou viabilizar a expressao génica;
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IIT) Processos mediados por RNAs nao codificadores (ncRNAs, non-coding RNAs) que
podem promover regulacdo da expressao génica, além de estarem envolvidos nos
processos de direcionamento de metilacaio de DNA (RADM, do inglés RNA directed
DNA methylation).

Os mecanismos epigenéticos sao bastante comuns nos diferentes reinos, estando
presentes de bactérias a mamiferos, passando por plantas, fungos e outros animais (DIEZ;
ROESSLER; GAUT, 2014). Uma hipdtese para sua proliferagao seria que estes evoluiram
para lidar com o conflito gendémico resultante da expansao de TEs sendo, posteriormente,
adaptados para outros usos (MAURER-ALCAL4; KATZ, 2015). Embora as modificagoes
epigenéticas sejam conservadas entre espécies, diferentes organismos possuem sistemas
epigenéticos tnicos (ZHONG, 2016) e o continuo avanco nas pesquisas tem propiciado

evidéncias do papel desses mecanismos em diversos processos.

Em funcao de serem organismos sésseis, as plantas precisam, obrigatoriamente, se
adaptar para conviver com condi¢oes ambientais variaveis durante seu desenvolvimento.
Nesse contexto, os mecanismos epigenéticos possuem grande importancia para as espécies
vegetais ao abrir uma janela para a regulacao da expressao génica a partir da transdu-
¢ao de sinais ambientais, podendo mediar alguns processos de adaptacao (PIKAARD;
SCHEID, 2014; SEYMOUR; BECKER, 2017). Talvez por isso, os mecanismos epigenéticos
sao altamente complexos em plantas. Por exemplo, em comparacao aos mamiferos, as

familias génicas que codificam modificadores epigenéticos sao maiores em espécies vegetais
(PIKAARD; SCHEID, 2014).

A descoberta de diversos mecanismos e processos biolégicos, que atualmente fa-
zem parte da epigenética, foi realizada em estudos com plantas. Dentre estas estao a
disting¢ao entre eucromatina e heterocromatina, a existéncia do fenémeno conhecido como
paramutacao, o imprinting parental e a dominancia nuclear. Adicionalmente, levaram
ao conhecimento dos processos de silenciamento de transgénicos, da variacao somaclonal
e da descoberta dos mecanismos de metilagdo do DNA direcionada por RNAs (RADM,
RNA-directed DNA methylation) (PIKAARD; SCHEID, 2014).

Nas proximas segoes, serao descritos alguns exemplos do importante papel da epi-
genética na regulacgao biolégica. Como o enfoque deste trabalho é o estudo da metilacao de
DNA em Fucalyptus, os exemplos descritos também se concentram nesta marca epigenética.
Modificac¢oes pés-traducionais de histonas e RNAs nao-codificadores, que per se sao amplas
areas de estudo, serdo mencionados apenas quando relevantes para o entendimento dos

processos relacionados a metilacao de DNA.

Até o momento, a variagdo epigenética existente tem sido classificada em trés
grupos: a) Variacao epigenética obrigatéria, cujas variantes estao completamente associadas

com a variagao genética existente; b) Variacao epigenética facilitada, cuja ocorréncia é
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determinada probabilisticamente pelo genétipo e ¢) Variagdo epigenética pura (também
conhecida como variagao epigenética espontdnea (JOHANNES; SCHMITZ, 2019)) a qual
é atualmente demonstravel para metilacdo de DNA, onde essas variantes sdo determinadas

por processos estocdsticos que independem do genétipo (O’'DEA et al., 2016).

As variantes da metilagdo de DNA que representam a variagao epigenética pura sao
denominadas como “epialelos puros”, ou epimutacoes espontaneas. Este tipo de epimutacao
acontece devido a falhas nos processos de manutencao da metilagdio do DNA, ocasionando
a perda ou ganho de metilacio do DNA de maneira estocéstica (JOHANNES; SCHMITZ,
2019). Adicionalmente, essas modificagoes podem ser responsivas a modulagao ambiental
e passadas pelos gametas para as geracoes seguintes, originando variagao epigenética
herdavel (WALKER et al., 2018; JOHANNES; SCHMITZ, 2019). Em teoria, a ocorréncia
de epimutagoes espontaneas pode fornecer vias alternativas para reposta aos estimulos
ambientais de forma independente do conteido genético (SEYMOUR; BECKER, 2017).
Contudo, uma vez que essas epimutacoes podem ser neutras, essa hipotese carece ainda

de avaliacao, principalmente, para o entendimento da capacidade adaptativa.

1.2 METILACAO DE DNA EM PLANTAS

A metilacao do DNA ¢é uma das modificagdes epigenéticas mais estudadas, em parti-
cular a adicao de um grupo metil ao quinto carbono da citosina, gerando a 5-metilcitosina
(YONG; HSU; CHEN, 2016). Essa reagao é realizada pela transferéncia de um grupo metil
do cofator S-adenosyl-L-methionine (SAM), catalisada pelas enzimas DNA metiltransfera-
ses (Dnmts) (CHEN et al., 1991). Essa modificagio epigenética possui papel central no
controle da atividade gendmica em plantas e mamiferos, estando envolvida em diversos
processos bioldgicos como a regulacao da expressao génica, inativacao do cromossomo X,
regulacao do desenvolvimento e diferenciagao celular, imprinting gendmico, silenciamento
de elementos transponiveis e resposta a estresses bidticos e abi6ticos (DEICHMANN, 2016;
ZHONG, 2016; BOUYER et al., 2017; SCHMITZ; LEWIS; GOLL, 2019).

Em plantas, a metilacdo do DNA ocorre em padroes nao aleatorios, com grande
concentracao em regioes de elementos transponiveis e outros elementos repetitivos, como os
presentes nas regioes centroméricas e nos aglomerados de genes que codificam para os RNAs
ribossomicos 5S e 455 (PIKAARD; SCHEID, 2014). Nestes casos, a metilagao é persistente
e promove o fechamento da cromatina (inativagao). No entanto, metila¢oes podem ocorrer
também em regides promotoras e génicas, podendo ser reversiveis e resultando em ativacao

ou repressao da expressao génica.

A metilacao das citosinas pode ocorrer em trés contextos distintos de sequéncia —
“CG”, “CHG”, ambos simétricos, e “CHH”, assimétrico, onde H representa qualquer base
exceto a guanina — assim como apresentado na Figura 1 (NIEDERHUTH; SCHMITZ,
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2014; PIKAARD; SCHEID, 2014; DELERIS; HALTER; NAVARRO, 2016; JOHANNES;
SCHMITZ, 2019). Contudo, os padrdes de metilagdo do DNA podem variar amplamente
entre os organismos. Por exemplo, genomas de mamiferos e plantas sao, normalmente,
altamente metilados no contexto de sequéncia “CG” (GOUIL; BAULCOMBE, 2016). Além
disso, enquanto em mamiferos existe a formagao das regides conhecidas como ilhas CpGs,
caracterizadas pela alta concentracao de sitios “CG” nao metilados em regides promotoras

de genes, essas regioes nao sao comuns em plantas (PIKAARD; SCHEID, 2014).

Em plantas, os niveis de metilagao variam entre os contextos de sequéncia, com
niveis mais elevados no contexto “CG”. Frequentemente, apenas 10% ou menos das
citosinas localizadas nos contextos de sequéncia “CHG” e “CHH” estao metiladas nos
genomas de espécies vegetais (DELERIS; HALTER; NAVARRO, 2016; YONG; HSU;
CHEN, 2016). Nao obstante, as metilagoes de DNA que ocorrem nos contextos nao-CG
desempenham papel fundamental nas plantas, sendo relacionadas ao silenciamento de
elementos repetitivos (GOUIL; BAULCOMBE, 2016).

CG CHG CHH
4 4 b4
5’ 3’ 5’ 3’ 5’ 3’
C l C l G C l H
C D D
H=A CouT
D=A GouT

Figura 1 — Contextos de sequéncia de DNA passiveis de metilagdo na citosina.
Os contextos de sequéncia “CG” e “CHG” sao simétricos, de forma que a metilacao do
DNA pode ocorrer em ambas as fitas da molécula de DNA. Contudo, no contexto de
sequéncia “CHH”, apenas uma das fitas pode ser metilada na regiao, devido a assimetria
entre as sequéncias das duas fitas complementares. Imagem adaptada de Plants’ Epigenetic
Secrets .

Outra diferenca marcante entre mamiferos e plantas é a transmissao das metilagoes
de DNA durante a reproducao. Em mamiferos, apds a fecundacao e ainda nos estagios
iniciais de desenvolvimento, ocorre um massivo processo de demetilagao no genoma. Durante
essa etapa, praticamente todas as metilagoes no DNA sao removidas, permitindo que essas

células retornem ao estado de pluripoténcia. Apenas algumas excegoes sdo mantidas, como

I www.the-scientist.com
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as metilagoes em genes que sofreram imprinting. As células destinadas a producao de

gametas passam ainda por uma segunda etapa de demetilacao (DEICHMANN, 2016).

Portanto, esta verdadeira cascata de demetilagao aponta que a metilagao de citosinas
¢ uma marca epigenética nao herdavel em mamiferos (DEICHMANN;, 2016). Contudo, é
possivel que mecanismos de restabelecimento dessas metilagoes possam ser influenciados
por outros reguladores, como ncRNAs ou MPTHs, que poderiam ser transmitidos durante
a reprodugao (PROKOPUK; WESTERN; STRINGER, 2015). Partindo dessa premissa,
as modificacoes no perfil de metilagado de DNA poderiam ser “herdadas” mesmo que

indiretamente.

Em plantas, até o momento, nao ha evidéncias de que ocorram etapas de ampla
demetilacao do genoma. Pelo contrario, acumulam-se evidéncias de que, apés a fecundacao,
na verdade, ocorra um reforco das metilagoes de DNA em elementos repetitivos em um
processo mediado por pequenos RNAs via RADM. Sendo assim, em plantas, considera-se
a possibilidade de que as metilagdes sejam herdadas de forma estavel, mesmo através da
reprodugao sexuada (YONG; HSU; CHEN, 2016; GALLUSCI et al., 2017; SPRINGER;
SCHMITZ, 2017).

E importante ressaltar que muitas plantas podem se reproduzir de forma assexuada.
Nesse tipo de reproducao, uma nova planta se desenvolve a partir das células meristemais
presentes no chamado “botao vegetativo”. Por esse mecanismo, mudangas nos padroes de
metilacdo de DNA nas células do meristema poderiam ser propagadas e mantidas na nova
planta (RICHARDS et al., 2017a). De forma similar, os padroes de metilagdo podem ser
transmitidos por propagacao em cultura de tecidos. Adicionalmente, o préprio processo
de propagagao por cultura de tecidos representa uma condigao adversa que, sabidamente,
pode induzir modificagoes nos perfis de metilacdo do DNA. Alteragdes em decorréncia de
propagacao in vitro, causando a hipometilacao de um loco derivado da inser¢do de um TE
(Karma), foram identificadas como causadoras de variacao somaclonal responsével por um
grande declinio da produtividade de dendezeiro (Elaeis guineensis), como demonstrado
por Ong-Abdullah et al. (2015).

1.2.1 ESTABELECIMENTO DA METILACAO DO DNA EM PLANTAS

Tanto em plantas quanto em mamiferos, a metilagdo do DNA ocorre pela atividade
das enzimas DNA Metiltransferases. Os dois principais mecanismos de a¢do sao o estabe-
lecimento de metilagdes em citosinas previamente no estado nao-metilado (metilagao do
DNA de novo) e a manutengao de metilagoes ja estabelecidas (PIKAARD; SCHEID, 2014;
LYKO, 2018; ZHANG; LANG; ZHU, 2018). Todas as DNA Metiltransferases utilizam um
mecanismo similar para promover a adi¢do do grupo metil ao substrato e seus motivos

cataliticos sao altamente conservados permitindo a identificagao a partir de suas sequéncias
de DNA (LYKO, 2018).
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1.2.1.1 METILACAO DO DNA DE NOVO E O ESTABELECIMENTO DAS METILACOES
DE DNA NO CONTEXTO DE SEQUENCIA “CHH"

A metilacao de DNA de novo é direcionada pela acdo de pequenos RNAs de
interferéncia (siRNAs, small interfering RNAs) e ocorre em todos os trés contextos de
sequéncia (Figura 1) (MATZKE; MOSHER, 2014; PIKAARD; SCHEID, 2014; WENDTE;
PIKAARD, 2017). Esse é o principal mecanismo responsavel pelo estabelecimento da
metilagdo de DNA, embora estas possam também ser estabelecidas por CMT2 (ZHANG;
LANG; ZHU, 2018). Dos trés contextos de sequéncia, apenas “CHH” nao apresenta um
mecanismo de manutencao descrito, principalmente, devido a sua assimetria em relacao as
fitas do DNA (ver Figura 1).

Supode-se que a manutencao das metilagdes nesse contexto de sequéncia se da pelo
estabelecimento de novo a cada ciclo de replicacdo do DNA via RADM. Adicionalmente,
em transposons longos e normalmente localizados em regides de heterocromatina, o esta-
belecimento pode ocorrer de forma independente da agdo de pequenos RNAs (PIKAARD;
SCHEID, 2014; MATZKE; MOSHER, 2014; SPRINGER; SCHMITZ, 2017; WENDTE;
PIKAARD, 2017).

1.2.1.2 MANUTENCAO DA METILACAO DO DNA NOS CONTEXTOS DE SEQUENCIA
“CG" E "CHG”

A manutencao da metilagdo do DNA ocorre nas citosinas presentes nos contexto
de sequéncia “CG” ou “CHG”. Esse processo baseia-se na simetria verificada nos sitios
de metilagdo entre as fitas de DNA (SPRINGER; SCHMITZ, 2017; ZHANG; LANG;
ZHU, 2018), conforme demonstrado na Figura 1. Esse processo é determinante para
o restabelecimento dos padroes de metilagao apds a replicagao, onde a fita mae atua
como molde para o estabelecimento das metilagoes de DNA na fita filha pela enzima
Metiltransferase 1 (MET 1). J4 a manutengao da metilagdo do DNA em citosinas no
contexto de sequéncia “CHG” é realizada por outra metiltransferase (Cromometilase 3
— CMT3) em um ciclo de retroalimentacao com modificagoes nas histonas (PIKAARD;
SCHEID, 2014; SPRINGER; SCHMITZ, 2017).

1.2.2 METILACAO DO DNA DIRECIONADA POR RNAS (RdDM)

Outra caracteristica de grande importancia para plantas é a ampla participacao
dos pequenos RNAs na regulacao dos processos epigenéticos, principalmente, no estabele-
cimento das metilagoes de DNA para o silenciamento de elementos repetitivos, através
de RADM. Na RdADM, pequenos RNAs funcionam como guias para a maquinaria que
promove as metilagoes do DNA, podendo levar ao silenciamento de regides gendmicas

especificas, definidas por meio da complementariedade de sequéncia entre os pequenos
RNAs e as regioes alvo (PIKAARD; SCHEID, 2014).
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Além do silenciamento de TEs, RADM também esta envolvida na reposta a patoge-
nos e estresses em geral. Finalmente, RADM parece estar envolvida na reproducao sexual

de angiospermas, especialmente na manuten¢ao do balango parental, e sua disrupg¢ao reduz
drasticamente a viabilidade das sementes (CHOW; CHAKRABORTY; MOSHER, 2020).

1.3 DEMETILACAO DO DNA

Os niveis de metilacdo do DNA verificados para uma espécie refletem a dinamica
entre o estabelecimento e a remogao dessa marcacao epigenética (LI; KUMAR; QIAN,
2018), sendo a perda de metilagdes um componente importante na geracao de epimutagoes
espontaneas (JOHANNES; SCHMITZ, 2019). Tem sido demonstrado que essa dindmica
depende de diversas enzimas e vias biolégicas distintas, podendo ainda ser alterada de

acordo com o tecido, bem como com a fase de desenvolvimento em que a planta se encontra.

A remocao das metilagoes do DNA (demetilagao) ocorre em plantas por dois
processos distintos, remocao passiva e remocao ativa (PARRILLA-DOBLAS et al., 2019;
LIU; LANG, 2020). A remogao passiva ocorre quando falhas nos mecanismos de manutengao
da metilagao do DNA, seja por inatividade ou por perda de eficiéncia, impedem a completa
restauragao apos os ciclos de replicagdo do DNA (LI; KUMAR; QIAN, 2018). Dessa forma,
a cada ciclo de replicacao os niveis de metilagdo serao reduzidos, exceto se o processo for

contrabalanceado pela instauracao de metilagbes do DNA de novo.

A via de demetilacao ativa, como o proprio nome indica, é desencadeada por acgao
enzimatica e, em plantas, é desempenhada pelas enzimas conhecidas como DNA glicosilases,
em conjunto com um mecanismo de reparo de DNA por excisao de bases (PIKAARD;
SCHEID, 2014; LI; KUMAR; QIAN, 2018; PARRILLA-DOBLAS et al., 2019).

1.4 METILACAO DE DNA EM CORPOS GENICOS (GENE BODY
DNA METHYLATION)

Em plantas, a metilacdo de DNA é um processo normalmente associado com a
repressao da transcricao e formacao de heterocromatina. Contudo, nas angiospermas, existe
uma classe de metilacoes que ocorre em genes altamente expressos, as chamadas metilagoes
de DNA em corpos génicos (gene body DNA methylation; GBM). GBM refere-se a genes
que possuem um enriquecimento de metilagoes do DNA no contexto “CG” em suas regioes
transcritas, acompanhado pela deplecao dessas metilagoes nos sitios de inicio e término da
transcrigaio (BEWICK; SCHMITZ, 2017; ZHANG; LANG; ZHU, 2018). Considera-se que
um gene contém GBM quando ha metilacdo em mais de 90% das citosinas no contexto “CG”
e menos de 5% das citosinas no contexto “CHG” (VIDALIS et al., 2016). Nesse contexto,

é importante ressaltar que genes podem ser enriquecidos em metilagdes de DNA em outras
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configuracoes, que nao podem ser classificadas como GBM. Por exemplo, genes que sao
enriquecidos em metilagbes do DNA no contexto “CG” em toda a sua extensao, incluindo
os sitios de iniciagao da transcricao, normalmente sao silenciados e nao se enquadram no

conjunto de genes que contém GBM.

Os genomas das angiospermas possuem muitos genes com esse tipo de metilagao.
A caracteristica distintiva destes genes é que sdo evolutivamente conservados, relacionados
com processos bioldgicos basais e costumam ser maiores do que genes nao metilados
(BEWICK; SCHMITZ, 2017; SPRINGER; SCHMITZ, 2017; BEWICK et al., 2019).
Contudo, o papel funcional das metilagdes de DNA em corpos génicos nao é bem esclarecido.
Inicialmente, hipotetizou-se que essas metila¢oes poderiam atuar na regulacao da expressao
génica. Contudo, estudos avaliando-se populagdes naturais de Arabidopsis (KAWAKATSU
et al., 2016) ndo encontraram correlacao entre GBM e expressao génica. Outras hip6teses
sao que as GBM atuam impendido transcrigdo aberrante a partir de promotores cripticos
internos (TAKUNO; GAUT, 2012) ou durante os processos de splicing, aumentando a
eficiéncia no processamento de pré-mRNAs (ZILBERMAN et al., 2008). Também foi
demonstrado que as espécies Conringia planisiliqua e Futrema salsugineum perderam
totalmente GBM, apesar de manterem as metilagoes em “CG” nas regioes de elementos
repetitivos, indicando que este nao é um processo vital em plantas (BEWICK; SCHMITZ,
2017).

Uma hipdtese é que GBM fornega variabilidade epigenética, o que poderia ter fungao
relevante em casos de mudanca na pressao seletiva gerada pelo ambiente. Assim, sendo
uma marca epigenética herdavel nas plantas, GBM poderia contribuir para adaptabilidade.
Em estudo com mais de 1000 acessos de A. thaliana, foram observadas variagbes quanto a
formacao de GBM. Evidenciou-se que a presenca de GBM correlacionava-se com a latitude
de origem dos acessos, sugerindo uma relacao com a adaptacao de cada acesso ao seu
ambiente de origem (KAWAKATSU et al., 2016). Sao ainda necessarios novos estudos
que consigam determinar se a ocorréncia de GBM desempenha algum papel funcional
relevante em espécies vegetais (BEWICK; SCHMITZ, 2017).

1.5 PROCESSOS BIOLOGICOS SOB REGULACAQ EPIGENETICA
EM PLANTAS

1.5.1 IMPRINTING GENOMICO

O imprinting gendmico, também conhecido como imprinting parental, foi um dos
primeiros fenémenos epigenéticos relatados, sendo descoberto no comeco da década de 70
por Kermicle (1970). Pode ser definido como a expressao génica enviesada dependente do
sexo do parental doador do alelo (BAIL; SETTLES, 2015; RODRIGUES; ZILBERMAN;
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2015; BATISTA; KOHLER, 2020). O que caracteriza o imprinting gendmico como um
fendmeno epigenético é o fato de que o viés de expressao pode ocorrer mesmo quando
ambos os alelos do gene sao idénticos em relagdo a sequéncia de DNA (BAI; SETTLES,
2015; RODRIGUES; ZILBERMAN, 2015). Muitos dos genes sob imprinting parental
foram relacionados com o desenvolvimento do endosperma e tamanho da semente (BAI;

SETTLES, 2015; BATISTA; KOHLER, 2020).

1.5.2 VARIACAO SOMACLONAL

A propagacao de plantas in vitro é uma importante ferramenta biotecnolégica para
a producao macica de plantas, tanto para o plantio comercial quanto nas rotinas dos
programas de melhoramento (US-CAMAS et al., 2014). Basicamente, a partir de um tecido
vegetal ja diferenciado, oriundo da planta com as caracteristicas que se deseja propagar,
¢é induzida a desdiferenciacao do tecido para um conjunto de células pluripotentes para
depois, a partir de estimulos controlados, promover a diferenciacdo dos tecidos para a

formacao de uma nova planta.

Através da propagacao in vitro, é esperada a obtencao de clones geneticamente
idénticos, facilitando a propagacao das caracteristicas de interesse. Contudo, diversos niveis
de variacao morfolégica, bioquimica, genética e epigenética sao observados em plantas
obtidas por essa tecnologia, podendo ocasionar o surgimento de novas caracteristicas ou a
disrupgao das caracteristicas selecionadas, levando a perdas de produgao (US-CAMAS
et al., 2014). A ocorréncia desse tipo de variacdo em plantas que foram expostas ao
crescimento in vitro é recorrente e conhecida como variagao somaclonal. Nos tltimos anos,
esta tem sido diretamente relacionada com mecanismos epigenéticos, principalmente, com

a reducao nos niveis de metilacdio do DNA mas também com o estabelecimento de MPTHs
(US-CAMAS et al., 2014; LEE; SEO, 2018).

Além do inerente estresse decorrente da inducao da desdiferenciacao e rediferencia-
¢ao celular, diversos fatores podem induzir a modificacao dos perfis de metilagdo do DNA
durante o cultivo in vitro como a temperatura, estresse biotico e o tecido utilizado como
doador (US-CAMAS et al., 2014). Como resultado, os perfis de silenciamento de genes e
TEs podem ser alterados, levando a modificagoes na expressao génica e a mobilizacao de
TEs.

De fato, um exemplo marcante do papel epigenético no desenvolvimento de variagao
somaclonal foi relatado para o dendezeiro (Elaeis guineensis). A propagacao das variedades
de dendezeiro com alta produtividade do 6leo é realizada em larga escala através da mi-
cropropagacao clonal. Contudo, em diversas plantas, é observada uma variacao somaclonal
bastante recorrente com modificagbes morfolégicas no fruto, detectada apenas na fase
adulta e de producao, o que leva a grandes perdas de produtividade. Durante trés décadas

esse fenomeno foi estudado por diversos métodos de genética quantitativa, assim como por
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analise genomica, sem que fosse possivel a identificacdo da causa do fendétipo observado.
No entanto, Ong-Abdullah et al. (2015) demonstraram, a partir da técnica conhecida como
EWAS (Epigenome-wide Association Study), o papel da metilagio do DNA no controle

desse fendtipo.

Ong-Abdullah et al. (2015) determinaram que a demetilagdo de um TE (homologo
ao TE karma de arroz) é responsavel por esse fenétipo. No dendezeiro, esse TE encontra-se
inserido em um intron do gene de um fator de transcrigdo (DEF1) e, quando demetilado,
causa a geracao de isoformas truncadas de mRNAs oriundos desse gene. Os autores geraram
um teste de deteccao de metilacao nesse loco, permitindo o screening rapido e precoce para
selecao das plantas com fendtipo produtivo para o cultivo, potencialmente, eliminando
a ocorréncia dessa variacado somaclonal em campo e, portanto, as perdas de producao
decorrentes. Conforme demonstrado nesse exemplo, para as espécies vegetais dependentes
da propagacao in vitro, é bastante relevante o entendimento das variacoes epigenéticas
para o controle da variacao somaclonal seja em casos prejudiciais ou em eventuais variantes

benéficas.

1.5.3 VIGOR HIBRIDO (HETEROSE)

Uma das principais estratégias utilizadas para aumentar a producao em espécies
vegetais ¢ a utilizagao de hibridos, derivados do cruzamento entre parentais de espécies
diferentes, diferentes grupos heteréticos ou, ainda, de parentais de variedades com caracte-
risticas diversas. Os hibridos, principalmente os utilizados comercialmente, apresentam um
fendbmeno denominado como “vigor hibrido” ou “heterose”, caracterizado pela mudanca
fenotipica de alguns caracteres na progénie em relagdo aos seus parentais, normalmente,
levando ao aumento da biomassa e da produtividade (GROSZMANN et al., 2013; GREA-
VES et al., 2015). Praticamente todas as espécies largamente cultivaveis apresentam algum
nivel de heterose que pode ser medido pela diferenca entre a performance do hibrido e a
média da performance dos dois parentais para um mesmo caractere (HOCHHOLDINGER;
BALDAUF, 2018).

Além da influéncia da variacao genética, as variantes epigenéticas, provavelmente,
desempenham papel importante para o estabelecimento do vigor hibrido em plantas
(GROSZMANN et al., 2013; GREAVES et al., 2015). Alteracoes na metilagdo do DNA sao
verificadas em varios locos da geracao F1 de cruzamentos intraespecificos. Essas alteragoes
sao dependentes dos estados de metilacao herdados de cada parental, ocorrendo em regies
que sdo diferencialmente metiladas (DMRs) entre os parentais (GROSZMANN et al., 2013;
GREAVES et al., 2015). Contudo, é extremamente complexo separar a variacao epigenética
da variacao genética. Dessa forma, desenhos experimentais capazes de reduzir ou eliminar
a variacao genética, utilizando clones ou populagoes isogénicas, por exemplo, se fazem

necessarios. Nesse sentido, uma das abordagens mais promissoras constitui-se na utilizacao
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de linhas puras recombinantes quase isogénicas mas epigeneticamente divergentes (epiRILs,

isogenic epigenetic recombinant inbred lines).

Em um estudo recente, Lauss et al. (2018) utilizaram populagdes de epiRILS
para demostrar que a variacdo nos perfis de metilagcdo do DNA é capaz de promover
heterose, mesmo quando os parentais utilizados apresentam backgrounds genéticos quase
isogénicos. Os autores verificaram que heterose existe para diversos dos fenétipos avaliados,
como area foliar, altura total e dias para florescimento. Interessantemente, para diversos
fenotipos, foram verificados hibridos que nao s6 desviam da média dos parentais como
apresentam média maior (ou menor) do que a média do parental com valor mais extremo.
Adicionalmente, a partir de centenas de regides diferencialmente metiladas, foi também
possivel a identificacao de QTLs (Quantitative Trait Locus) associados com os fendtipos

para os quais os hibridos apresentam heterose.

1.5.4 METILACAO DO DNA NA RESPOSTA AOS ESTIMULOS AMBIEN-
TAIS

Um dos aspectos mais interessantes da epigenética ¢ a possibilidade de que ela esteja
envolvida na resposta a estimulos ambientais devido a maleabilidade de seus mecanismos
e efeitos. Sendo a modificagdo epigenética melhor estuda, diversos estudos tém sido
conduzidos para o entendimento do papel da metilagao de DNA na resposta a estresses
bidticos e abidticos, bem como nos processos de adaptacao e na ocorréncia de plasticidade
fenotipica. Embora evidéncias concretas do papel da metilacdo do DNA nesses processos
permanecem escassas, nos ultimos anos alguns exemplos foram reportados, conforme

descrito nas sessoes abaixo.

1.5.4.1 RESPOSTA EPIGENETICA A ESTRESSES BIOTICOS E ABIOTICOS

Sendo organismos sésseis, as plantas precisam interagir e suportar ambientes
variaveis e, em muitos casos, divergentes das condigoes favoraveis, ocasionando a ocorréncia
de estresse. Estes, podem ser classificados em duas categorias principais: estresses abidticos,
em decorréncia da interagdo com as condi¢oes edafoclimaticas locais, como seca, salinidade
e temperaturas extremas, e bidticos, em decorréncia das interagdbes com outros organismos
bioldgicos, como herbivoros, patdgenos e outras plantas (ALONSO; RAMOS-CRUZ;
BECKER, 2019; CHANG et al., 2020).

Em relagao ao papel epigenético na resposta aos fatores bidticos, prevalecem os
estudos da interacao planta-patégeno, os quais tém indicado um papel importante da
metilagdo do DNA nos mecanismos de defesa (ALONSO; RAMOS-CRUZ; BECKER, 2019).
Por exemplo, Dowen et al. (2012) detectaram diferengas nos perfis de metilagdio do DNA em

A. thaliana em resposta a duas cepas do patogeno Pseudomonas syringae, uma virulenta
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e a outra avirulenta, e ao tratamento com &cido salicilico. Adicionalmente, os autores
reportaram que o tratamento com &acido salicilico desencadeia modificagbes nas metilagoes
em TEs localizados proximos a genes de resisténcia a doenca. De forma similar, ainda em
A. thaliana, Yu et al. (2013) identificaram demetilagdo do DNA em TEs préximos aos genes
de resisténcia em resposta ao estresse bi6tico causado pelo estimulo com FLG22 (bacterial
flagellin-derived peptide flg22). Dowen et al. (2012), demonstraram ainda que mutantes
deficientes em metilagao do DNA sdo menos suscetiveis a P. syringae. Similarmente, Sanchez
et al. (2016) demonstraram que mutantes de A. thaliana apresentando hipermetila¢ao do
DNA sao mais suscetiveis a infecgao por Hyaloperonospora arabidopsidis, enquanto mutantes
hipometilados apresentam maior resisténcia. Le et al. (2014), chegaram a conclusoes
parecidas, demonstrando que triplo mutantes para DNA demetilases apresentam maior

suscetibilidade ao fungo Fusarium ozysporum em A. thaliana.

A exposicao de plantas a estresse abidtico tem sido, frequentemente, relacionada
com modificagoes na estrutura da cromatina e com metilagoes no DNA. As alteracoes
nos niveis de metilacdo do DNA podem acontecer tanto em escala gendmica, quanto em
locos especificos (SANTOS; FERREIRA; OLIVEIRA, 2017). Por exemplo, a exposi¢ao
do milho ao frio promove a redugdo da metilaggo do DNA de maneira global (HU et
al., 2012), enquanto a exposi¢ao de cultivares de arroz resistentes ao frio promove a
demetilagao de locos associados com genes de resposta ao frio (GUO et al., 2019). Ainda
em arroz, o déficit de fosfato inorganico esta associado com a redugao das metilagoes
do DNA, principalmente, no contexto CHH e em TEs préximos a genes conhecidos pela
resposta ao estresse em decorréncia da falta deste nutriente (SECCO et al., 2015). Na
mesma espécie, foi demonstrado que a exposicao ao estresse salino promove demetilacao
global do genoma (FERREIRA et al., 2015). Por outro lado, a exposicao de tabaco
aos estresse salino, oxidativo, de frio ou por excesso de aluminio promove a diminui¢ao
dos niveis de metilacio do DNA em sitios especificos como, por exemplo, no loco da
proteina glycerophosphodiesterase-like, onde essa redugao é correlacionada com um grande
aumento transcricional (CHOI; SANO, 2007). Outras evidéncias para o papel da metilagao
do DNA na resposta ao estresse sao observadas pela constatacdo que ha diferenca nos
perfis de metilagao do DNA entre individuos tolerantes e suscetiveis a um determinado

estresse, conforme foi observado para diferentes espécies e estresses abidticos (SANTOS;
FERREIRA; OLIVEIRA, 2017).

Evidéncias apontam para a herdabilidade dessas modifica¢des constituindo, assim,
o que vem sendo denominado como “meméria epigenética” (ANNACONDIA; MAGERgY;
MARTINEZ, 2018). Contudo, acredita-se que essa memoéria seja apagada apds uma
ou poucas geracoes, dependendo do organismo, se as condigoes estressantes nao forem
mantidas (ZHANG; LANG; ZHU, 2018). A perda dessa memoria pode ser alcancada de
forma passiva ou ativa, embora mecanismos regulatérios que atuem na remocao ativa

ainda ndo tenham sido identificados.
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Em plantas, parte da discussao em torno do papel da epigenética na resposta
ambiental é guiada por evidéncias indiretas. Um exemplo é o observado para o cultivo
de coniferas (Picea abies) na Escandindvia. Ao longo dos anos, os pomares de sementes
foram sendo migrados ao sul, visando o aumento da producao devido ao plantio em
condicoes climaticas mais amenas. Contudo, quando as sementes produzidas nesses pomares
foram utilizadas para o plantio ao norte, onde as condi¢oes climaticas sao mais severas,
demonstraram menor resisténcia ao frio, a despeito do seu background genético ter origem
nas coniferas do norte e, portanto, de genétipos adaptados ao clima mais severo (JOHNSEN;
DIETRICHSON; SKARET, 1989). Esse fato foi replicado em cruzamentos controlados,
eliminando assim a possibilidade de contaminagao por pélen de drvores do sul (JOHNSEN;
DIETRICHSON; SKARET, 1989). Dessa forma, especula-se que esse efeito seja uma
memoria do clima de plantio das arvores parentais dessas sementes, a qual provavelmente

estd relacionada com uma “meméria epigenética” (GOMORY et al., 2017).

Outro exemplo, também utilizando Picea abies mas em condigoes experimentais
melhor controladas, é o estudo publicado por Carneros et al. (2017). Neste estudo, os
autores demonstraram que plantas geradas por embriogénese, sendo este procedimento
realizado em diferentes temperaturas (18 °C e 28 °C), apresentam diferengas de mais de
duas semanas no inicio do brotamento, mensurado quando as plantas ja tinham oito anos

de idade, ou seja, oito anos apds o tratamento.

Usando hibridos de Populus, Gourcilleau et al. (2010) demonstraram que o nivel
global das metilagoes do DNA, mensurado por HPLC, correlaciona-se positivamente com
a performance dos hibridos sob déficit hidrico, enquanto também verificaram que existe
interacao entre os perfis de metilacdo e os gendtipos utilizados. Ainda em Populus, Sow
et al. (2018), investigaram amostras de trés populagdes de P. nigra apés aclimatizagao e
deficit hidrico. Enquanto as populagoes nao apresentaram diferencas no perfil de metilacao,
as amostras submetidas a seca tiveram aumento na percentagem de citosinas metiladas.
Adicionalmente, os niveis de metilacdo se correlacionam positivamente com a altura e

biomassa apenas nas amostras submetidas a redugao na irrigacao.

Song et al. (2016), testaram a resposta de Populus simonii em diferentes condigoes
de estresse abiotico, frio, calor, estresse salino e osmético. Usando HPLC, eles identificaram
o aumento da metilagdo de DNA global em todos os tratamentos (apds 3 horas da
aplicagdo do tratamento), sendo que o estresse por calor desencadeia o aumento mais
pronunciado. Além disso, houve aumento na expressao de genes codificando diferentes
enzimas relacionadas com o estabelecimento e manutencao de metilacao de DNA e os
grupos de genes diferencialmente expressos variaram de acordo com o tipo de estresse
abiotico. Foram também verificadas metilagoes ocorrendo em miRNAs e IncRNAS que
podem estar relacionadas com a resposta aos estresses avaliados. Interessantemente, os

autores demonstraram ainda que, aproximadamente, 15% das metilacoes de novo em
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reposta ao estresse sao detectadas seis meses apds os tratamentos. Também utilizando
P. simonii, Ci et al. (2016) demonstraram, em populagoes naturais, que a varia¢ao na
metilacao de DNA é correlacionada com a distancia geografica das populagoes, enquanto
a mesma correlacdo nao é identificada para a variacdo genética, sugerindo papel das

condi¢Oes ambientais no estabelecimento dos perfis de metilagdo nessas populacoes.

Em conjunto, estes estudos apontam para uma clara conexao entre a metilacao de
DNA e os processos biolégicos relacionados a resposta ambiental, motivando a ampliagao
dessas investigagoes para outras espécies perenes. Além disso, como demonstrado por
Champigny et al. (2020), existe também relagdo entre a metilagdo do DNA e os fendtipos
observados em Populus. Considerando-se que essa relacao exista também em outras espécies
florestais, faz-se relevante a expansao da investigacao dessa modificagao epigenética em

outras espécies de interesse comercial, como as espécies do género Fucalyptus.

1.6 DEFINICAO E ESCOPO DO ESTUDO

Diante da relevancia da epigenética, o presente estudo utilizou o género Fucalyptus
para estudar diferencas nos padroes de metilacdo de DNA seja em amostras do mesmo

genotipo ou em gendtipos diferentes em diferentes localidades.

Em func¢ao dos custos de sequenciamento para se obter um perfil completo das
citosinas metiladas em um genoma, estudos amplos para sua detecgdo em espécies perenes
sd0 escassos, sendo circunscritos principalmente ao género Populus (BRAUTIGAM et al.,
2017; CHAMPIGNY et al., 2020).

No intuito de explorar alternativas com custo acessivel e de média escala, ou seja
deteccao direcionada de milhares de citosinas metiladas, o presente trabalho utilizou uma
nova abordagem metodologica baseada em digestao por enzimas de restricao, denominada
MS-DArT-seq, para a detec¢ao dos perfis de metilagao do DNA de trés amostras da arvore
BRASUZI1, a mesma sequenciada para a obtencao do genoma de referéncia da espécie

Fucalyptus grandis.

Para a analise dos dados, foi desenvolvido um protocolo computacional combinando
ferramentas de bioinformatica de forma que todos os resultados descritos possam ser
reproduzidos de forma automatizada. A combinagao da técnica MS-DArT-seq com o
protocolo de analise desenvolvido possibilitou a deteccao de milhares de sitios de metilagao
no genoma de FE. grandis. Adicionalmente, foram realizadas a avaliacdo do contexto
gendmico de cada sitio de metilacdo de DNA identificado, a classificacao e anotacao de

genes e elementos transponiveis que contém essas metilacoes.

A partir da validacao realizada com as amostras de BRASUZ1, o protocolo de

analise foi aplicado para identificacdo e analise comparativa dos perfis de metilagdo de DNA
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de diferentes gendtipos do género Fucalyptus. Foram utilizados cinco clones integrantes do
programa TECHS (Tolerance of Eucalyptus Clones to the Hydrous and Thermal Stresses),
sendo quatro hibridos entre E. grandis e E. urophylla e um clone pertencente a espécie E.
urophylla, os quais sao alguns dos clones comerciais mais plantados no Brasil. Os cinco
clones foram plantados em dois sitios com caracteristicas ambientais contrastantes e a
metodologia MS-DArT-seq utilizada para avaliar a extensao dos efeitos ambientais nos

seus perfis de metilagao.

Finalmente, os resultados contidos neste estudo demonstram a viabilidade de
aplicacdo da metodologia MS-DArT-seq para a deteccao de metilacdo do DNA em larga
escala a um custo acessivel. A partir da metodologia de andlise desenvolvida, é possivel
analisar os dados de forma rapida e automatizada, propiciando ampla exploragao em
relacdo aos aspectos biolégicos relacionados com as metilagoes do DNA detectadas. Os
resultados apresentados sugerem que tanto a metodologia MS-DArT-seq quanto o protocolo
de analise desenvolvido possam ser adotados para outras espécies, principalmente, para
estudos em organismos nao-modelo e/ou estudos em escala populacional, para os quais a

obtencao do metiloma completo se torna inviavel.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Investigar fenémenos epigenéticos em espécies do género Fucalyptus através da
utilizacao de técnica de deteccao de metilagdo em citosinas, visando catalogar o contexto
gendomico das metilagoes além de estudar padroes diferenciais de metilacao em resposta ao

ambiente de crescimento.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Geracao e disponibiliza¢ao de protocolo computacional para identificacao de metilagao
de DNA a partir de dados de MS-DArT-seq.

e Avaliacdo do perfil de metilagio de DNA em diferentes amostras, xilema e folhas, do

clone BRASUZ1, gendtipo de referéncia da espécie Fucalyptus grandis.

e Estudar alteracdes nos padroes de metilacdo do DNA em clones plantados em

ambientes com marcantes diferencas edafoclimaticas.

e Explorar a influéncia de fendomenos epigenéticos no crescimento de clones de Fu-
calyptus buscando correlacionar padroes diferenciais de metilacdo com caracteres

fenotipicos associados ao crescimento.
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CAPITULO 17 - DESENVOLVIMENTO DE
PROTOCOLO ANALITICO PARA
DETECCAO DE METILACAO DE DNA A
PARTIR DE DADOS DE MS-DArT-seq.

2 Os resultados descritos neste capitulo encontram-se também publicados na forma de artigo cientifico no

periédico PLOS One (https://doi.org/10.1371/journal.pone.0233800), como demonstrado na Figura 3.
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Abstract

Several studies suggest the relation of DNA methylation to diseases in humans and important
phenotypes in plants drawing attention to this epigenetic mark as an important source of
variability. In the last decades, several methodologies were developed to assess the
methylation state of a genome. However, there is still a lack of affordable and precise methods
for genome wide analysis in large sample size studies. Methyl sensitive double digestion MS-
DArT sequencing method emerges as a promising alternative for methylation profiling. We
developed a computational pipeline for the identification of DMA methylation using MS-DArT-
seq data and carried out a pilot study using the Eucalyptus grandis tree sequenced for the
species reference genome. Using a statistic framework as in differential expression analysis,
72,515 genomic sites were investigated and 5,846 methylated sites identified, several tissue
specific, distributed along the species 11 chromosomes. We highlight a bias towards
identification of DNA methylation in genic regions and the identification of 2,783 genes and 842
transposons containing methylated sites. Comparison with WGBS, DNA sequencing after
treatment with bisulfite, data demonstrated a precision rate higher than 95% for our approach.
The availability of a reference genome is useful for determining the genomic context of
methylated sites but not imperative, making this approach suitable for any species. Cur
approach provides a cost effective, broad and reliable examination of DNA methylation profile
on Mspl/Hpall restriction sites, is fully reproducible and the source code is available on GitHub
(https:/figithub.com/wendelljpereira/ms-dart-seq).

Figura 3 — Pagina inicial do artigo publicado no periédico PLOS ONE e baseado
no estudo descrito neste capitulo.



45

2 INTRODUCAO

2.1 DETECCAO EXPERIMENTAL DE METILACAO DE DNA

2.1.1 PRINCIPAIS METODOLOGIAS PARA DETECCAO

As metilagbes do DNA podem ser utilizadas como um sinal para a detec¢ao de
alteragoes na estrutura da cromatina que, por sua vez, podem ser relacionadas com o
estagio de desenvolvimento, sinais ambientais ou estado fisiologico de células e individuos.
Devido a importancia biolégica das metilacbes de DNA e a sua alta prevaléncia na
maioria dos eucariotos, ao longo das tltimas décadas houve um continuo aumento no
interesse pelo entendimento dos padroes de ocorréncia dessas marcacgoes epigenéticas nos
genomas de diferentes espécies, em diferentes estagios de desenvolvimento e condigoes
ambientais. Dessa forma, hé grande interesse pelo desenvolvimento de metodologias capazes
de detectar metilagoes no DNA. Idealmente, o método deveria ser capaz de amostrar
sitios de metilacdo em escala genomica, de facil aplicabilidade, escalabilidade e baixo
custo. Contudo, até o momento, nao ha exemplos capazes de atender a todos os principais
quesitos mencionados. Dessa forma, multiplas abordagens foram criadas ou adaptadas
recentemente, principalmente apos o surgimento do sequenciamento de proxima geracao
(NGS - Next Generation Sequencing), permitindo a deteccdo das metilagoes do DNA com
diferentes niveis de resolucao (KURDYUKOV; BULLOCK, 2016; UMER; HERCEG, 2013;
ZENG; HE; YI, 2019).

De maneira geral, esses métodos podem ser classificados em trés classes: conversao
por tratamento com bissulfito de s6dio, enriquecimento por afinidade ou com enzimas de
restricao (KIM; BAIDOURI; JACKSON, 2014). Adicionalmente, métodos de detecgao
baseados em sequenciamento de moléculas tinicas, como as tecnologias da Pacific Biosciences
e Oxford Nanopore, sao capazes de identificar diretamente modificagoes epigenéticas
presentes no DNA sequenciado, como as metilagoes de DNA (YONG; HSU; CHEN, 2016).
Uma das grandes vantagens dessas metodologias é o sequenciamento sem a necessidade
da amplificacdo do DNA por métodos baseados em PCR (Polymerase Chain Reaction).
Ao permitirem o sequenciamento de moléculas tnicas, além de propiciarem a obtenc¢ao
de sequéncias muito maiores, essas metodologias permitem a leitura de modificagoes
epigenéticas presentes no DNA sequenciado, como as metilagoes de DNA (YONG; HSU;
CHEN, 2016). Contudo, devido seu recente estabelecimento e exiguidade de trabalhos

cientificos, estas nao serao abordadas no presente estudo.
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2.1.1.1 DETECCAO DE METILACOES POR TRATAMENTO COM BISSULFITO DE SODIO
COMBINADO AO NGS

A partir do advento do sequenciamento de préoxima geragao (NGS) os custos do
sequenciamento das quatro bases canonicas do DNA em escala gendmica se tornaram cada

vez mais acessiveis.

Uma engenhosa derivacao metodologica foi criada para permitir a identificagdo do
estado de metilacao da citosina por meio do tratamento do DNA com o composto bissulfito
de sodio. O principio para a identificacao da metilagao do DNA por essa metodologia
esta fundamentado no fato de que, quando tratadas com bissulfito de sddio, as citosinas
nao metiladas serao convertidas para uracila por deaminacao, enquanto que as citosinas
metiladas ndo sao afetadas. A posterior amplificacdo por PCR faz com que as uracilas
sejam transformadas em timinas (T), diferenciando-as das citosinas (C) metiladas. Assim,
uma analise comparativa com o genoma de referéncia da espécie permite determinar as
bases metiladas através do padrao de diferengas C/T (BIRNBAUM; ROUDIER, 2017). O
sequenciamento de bissulfito em escala gendmica ( Whole-genome bisulfite sequencing), ou
WGBS, é considerado como o padrao ouro da deteccao de metilagdo de DNA, o método
que propicia a melhor resolucao gerando o mapa completo das metilagdes do DNA de uma
amostra (conhecido como “metiloma”) (LISTER; ECKER, 2009; RIVERA; REN, 2013).

Contudo, existem algumas restrigdes relacionadas a essa técnica como a conversao
incompleta das citosinas, fragmentacao do DNA, a necessidade de um genoma de referéncia,
além de vieses intrinsecos das tecnologias NGS, como a baixa amostragem de regides
enriquecidas em conteudo GC. Adicionalmente, apesar do custo cada vez menor do
sequenciamento, o custo total para a obtencao de um metiloma completo, incluindo a
estrutura necessaria para as analises de bioinformatica, ainda é inacessivel para muitos

grupos de pesquisa.

Por isso, foram criadas alternativas como o sequenciamento bissulfito a partir
de uma representacao reduzida do genoma. A reducao gendmica pode ser realizada por
diferentes métodos, incluindo abordagens para captura de regides gendmicas de interesse. A
abordagem mais empregada ¢é a reducao da complexidade genomica através da digestao do
DNA gendmico com enzimas de restricao, seguido pela selecao de fragmentos, tratamento
com bissulfito e sequenciamento NGS (GU et al., 2011; YONG; HSU; CHEN, 2016),
usualmente nomeada como Reduced-representation bisulfite sequencing, ou RRBS-seq (GU
et al., 2011). Mesmo com a redugao de complexidade do genoma, métodos baseados em
sequenciamento bissulfito continuam a ter custos bastante elevados para estudos com

grande nimero de amostras.

Alternativas ao sequenciamento bissulfito foram desenvolvidas visando a viabilizagao

de estudos com multiplas amostras, detec¢ao direcionada a regides especificas do genoma
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ou para a investigagdo em espécies com poucos recursos genomicos disponiveis. Estas
metodologias se enquadram em duas categorias amplas: metodologias baseadas na sele¢ao

de fragmentos por afinidade e na digestao usando enzimas de restricdo sensiveis a metilacao.

Como revisado por Zeng, He e Yi (2019), métodos baseados em afinidade promovem
a captura de fragmentos oriundos de regides metiladas do genoma pela ligacao de anticorpos
(MeDIP-seq (DOWN et al., 2008)) ou proteinas que se ligam a sitios CG simetricamente
metilados (MDB-seq (LI et al., 2010); MethylCap-seq (BRINKMAN et al., 2010)), seguido
pelo sequenciamento desses fragmentos. As principais desvantagens dessas metodologias
sdo o viés de captura para regioes hipermetiladas do genoma (geralmente associadas a
heterocromatina) e a incapacidade de determinar exatamente quais citosinas do fragmento
sequenciado apresentam metilagao (KIM; BAIDOURI; JACKSON, 2014; BARROS-SILVA
et al., 2018).

2.1.1.2 DETECCAO DE METILACOES NO DNA BASEADA EM ENZIMAS DE RESTRICAO

Métodos para deteccao da metilagao do DNA a partir da utilizacdo de enzimas
de restri¢ao tém sido utilizados por décadas (LINDSAY; BIRD, 1987) e sdao baseados na
sensibilidade diferencial a metilacdo do DNA. Algumas enzimas de restricdo conseguem
clivar o DNA apenas se o sitio de restrigao estiver livre de metila¢oes, enquanto outras
clivam o mesmo sitio de restri¢ao, independente do estado de metilacao. Adicionalmente,
enzimas podem ter diferentes niveis de sensibilidade de acordo com o niimero de metilagoes
e com a posicao onde elas se encontram no sitio de restricao, bem como se as metilagoes
estao presentes em ambas as fitas de DNA ou apenas em uma delas (YONG; HSU; CHEN,
2016; BIRNBAUM; ROUDIER, 2017).

Como revisado por Birnbaum e Roudier (2017), o par de isoesquisomeros Hpall
e Mpsl foi o primeiro exemplo de utilizagao de enzimas de restricao para deteccao de
metilagoes no DNA. Essas enzimas reconhecem e clivam o mesmo sitio de restri¢ao (5-
CCGG-3) diferindo entre si devido a sensibilidade da enzima Hpall & metilagao na citosina
interna do sitio de restri¢ao, ou seja, caso a citosina esteja metilada a enzima nao consegue
clivar o sitio, enquanto Mspl nao apresenta sensibilidade a essa metilacao. Adicionalmente,
ambas as enzimas nao conseguem clivar o sitio de restricao caso a citosina externa esteja
metilada. A escolha desse par de enzimas é vantajosa porque, tanto em animais quanto

em plantas, as metilagdes de DNA ocorrem mais frequentemente no contexto de sequéncia
“CG” (FELSENFELD, 2014).

Resumidamente, o procedimento para avaliacdo da metilagao de DNA a partir
desses isoesquisomeros consiste na utilizacao de cada enzima para a geracao de duas
bibliotecas de fragmentos de DNA em paralelo a partir de uma mesma amostra de DNA.
Dessa forma, duas populagoes de fragmentos sao obtidas para cada amostra avaliada, uma

digerida com Hpall (sensivel & metila¢ao) e outra com Mspl (insensivel & metilagao). Em
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seguida, as populagoes de fragmentos de cada biblioteca sdo comparadas pela observacao
do perfil de bandas formadas para a biblioteca de cada enzima ap0s eletroforese de DNA em
gel de agarose, conforme Figura 4-a (FULNECEK; KOVATFiK, 2014). Conhecendo-se o perfil
de sensibilidade a metilagao das enzimas, é entdo possivel relacionar a presenga/auséncia
de bandas no gel com a presenca de metilagoes nos sitios de restricao dos isoesquisomeros,

como demonstrado na Figura 4-b (BEDNAREK; ORIOWSKA; NIEDZIELA, 2017).

) Ladder Mspl Hpall b) Estado de metilacio
e — Mspl Hpall | = st
§ — " V& 5 ccoG 3
E - \a 3 5' cMthG 3
: XX S'MgCGG 3"

Figura 4 — Interpretacao dos resultados obtidos a partir da utilizacao dos isoes-
quisdmeros Mspl e Hpall para detecgao de metilagdes do DNA. a) Representagao
esquematica dos resultados possiveis ao comparar-se os fragmentos obtidos pela digestao
com as enzimas Mspl e Hpall apés eletroforese de DNA em gel de agarose. b) Inferéncia
sobre o estado de metilacao do sitio de restricao que originou os fragmentos representados
pelas bandas no gel.

Considerando-se os sitios de restricdo do par de isoesquisomeros Hpall e Mspl, em
cada fita de DNA existem 2 citosinas passiveis de metilacao, localizadas em dois contextos
de sequéncia distintos e simétricos, “CG” e “CHG” (onde H=A, C ou T). Adicionalmente,
cada contexto de sequéncia dentro do sitio de restricao pode ser verificado em trés estados:
a) completamente metilado, quando as citosinas em ambas as fitas estdao metiladas, b) ndo
metilado e ¢) hemi-metilado, quando somente a citosina de uma das fitas de DNA estd

metilada (Figura 5).

A utilizacao de metodologias baseadas em enzimas de restricao para deteccao de
metilagoes do DNA apresenta como grande vantagem o menor custo e facilidade de execucao.
Contudo, sao limitadas devido ao pequeno niimero de sitios de restricao amostrados. Além
disso, a menos que se realize o sequenciamento das bandas, é impossivel determinar o
contexto gendémico no qual o sitio avaliado se insere, permitindo apenas uma avaliagao
do estado de metilacao global de um individuo. No entanto, ainda hoje, a despeito dos
avangos tecnologicos que permitiram a deteccdo em escala gendmica e com uma precisao
muito maior, a utilizacao dessa classe de métodos continua sendo uma opcao bastante
frequente, especialmente MSAP (Methylation Sensitive Amplification Polymorphism) e
MS-RFLP (Methylation-sensitive Restriction Fragment Length Polymorphism) para os
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Figura 5 — Padroes de metilagdo possiveis para o sitio de restricdo dos isoes-
quisdomeros Mspl e Hpall. As citosinas representadas em cinza nao dizem respeito ao
contexto de sequéncia demonstrado. Em adicao aos estados de metilacao representados,
hé situacoes onde ambas as citosinas estao metiladas ou nao metiladas, além de diversas
combinagoes das formas hemi-metiladas de cada citosina.

estudos de epigenética para as espécies nao-modelo, que nao contam com um genoma de

referéncia, e, principalmente, devido ao seu baixo custo.

Uma alternativa as metodologias mencionadas surge a partir da combinacao dos
métodos baseados em enzimas de restricdo com o sequenciamento de préxima geracao,
conhecidos como MRE-seq (Methylation-sensitive restriction enzymes sequencing). Nesses
métodos, apods a construgao das bibliotecas de fragmentos para cada enzima do par de
isoesquisdmeros, os fragmentos sao sequenciados por tecnologias NGS. A comparagao de
fragmentos é entao realizada pela presenga/auséncia das sequéncias originadas em cada
biblioteca. Assim, caso o sitio de restricao esteja metilado, somente havera a presenca de
sequéncias para a biblioteca de fragmentos gerada com a enzima insensivel a metilagao,
uma vez que a metilacdo bloqueia a acdo da enzima sensivel, impedindo a clivagem do
DNA e, consequentemente, a geracao do fragmento correspondente para o sequenciamento.
Quando existe um genoma de referéncia para o organismo, é possivel identificar o contexto
gendmico no qual a metilacao se insere, através do mapeamento das sequéncias, o que é

importante para o processo de inferéncia bioldgica.

Diversas metodologias como methyl-sensitive cut couting (MSCC, (BALL et al.,
2009)), Methyl-seq (BRUNNER et al., 2009)) e HELP-seq (ODA et al., 2009) sdo baseadas
nesta abordagem e amplamente aplicadas. Nestes casos, é relatado o viés de amostragem
para regioes menos metiladas do genoma. Por exemplo, os sitios amostrados por essas
metodologias localizam-se em regides distintas dos sitios amostrados por métodos baseados

no enriquecimento por afinidade que, em geral, sdo enviesados para regioes hipermetiladas
do genoma (MAUNAKEA et al., 2010). Uma das metodologias de MRE-seq visando a
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detecgao de metilagoes no DNA é o MS-DArT-seq (Diversity Arrays Technology), utilizada

no contexto deste trabalho e descrita na proxima sessao.

2.1.2 DETECCAO DE METILACOES NO DNA ATRAVES DA TECNOLOGIA
DE SEQUENCIAMENTO DArT-seq

2.1.2.1 SEQUENCIAMENTO DArT (DArT-seq)

A estratégia adotada para o sequenciamento de DNA pela empresa Diversity
Arrays Technology (DArT-seq) baseia-se na reducao da complexidade genémica, através
da fragmentacao do genoma pela combinacao de duas enzimas de restricao, uma de corte
raro (Pstl, que reconhece e cliva o sitio 5’ CTGCAG3’) e uma de corte frequente, seguida
pela ligacao de adaptadores na extremidade clivada pela Pstl, usados para selecionar
fragmentos gerados pela dupla digestao, amplificacao e sequenciamento dos fragmentos
resultantes em plataformas de sequenciamento de préxima geragao (KILIAN et al., 2012;

COURTOIS et al., 2013; MARK; KILIAN; DIERIG, 2013).

A escolha das enzimas de corte raro utilizadas para a digestdo do DNA é rea-
lizada para cada espécie visando otimizar o perfil de tamanhos de fragmentos para o
sequenciamento NGS. As sequéncias geradas sao entao processadas por protocolos de
analise proprietarios para descoberta de SNPs, bem como marcadores moleculares do tipo

presenga/auséncia, chamados de marcadores DArT.

2.1.2.2 SEQUENCIAMENTO DArT SENSIVEL A METILACAO (MS-DArT-seq)

Visando possibilitar a identificacado de metilacoes do DNA, a metodologia foi
adaptada para o uso de enzimas de restricao de corte raro que apresentam sensibilidade a
metilagdo. A técnica, denominada como methyl-sensitive DArT sequencing (MS-DArT-
seq), baseia na comparagao entre fragmentos gerados para as bibliotecas Mspl e Hpall,
de forma similar ao descrito na secao 2.1.1.2. A principal diferenca é a utilizacao da
enzima Pstl em combinacao com esses isoesquisdmeros para a geracao das duas bibliotecas
de fragmentos (Pstl-Mspl) e (Pstl-Hpall). As bibliotecas sao sequenciadas por NGS,
gerando duas populagoes de sequéncias que sao entao comparadas para a identificacao das
metilagoes do DNA (Figura 6).

Para cada um desses fragmentos, é feita a contagem de quantas vezes a sequéncia
foi amostrada. Assim, ao comparar-se as contagens de cada leitura é possivel inferir sobre
os estados de presenca/auséncia de um determinado fragmento e, consequentemente,
sobre o estado de metilagao do sitio de restrigado correspondente. A Figura 6 representa o

procedimento de amostragem para um loco.
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Figura 6 — Esquema demonstrando as etapas para deteccao de metilagoes de
DNA via MS-DArT-seq. Inicialmente, cada amostra de DNA ¢é utilizada para o preparo
de duas bibliotecas de sequenciamento, a primeira baseada na dupla digestao pelas enzimas
de restricao Pstl and Mspl e a segunda pela combinacgao das enzimas Pstl e Hpall. Ambas
as bibliotecas sdo entao sequenciadas gerando leituras de sequéncias curtas (77pb) que
sdo mapeadas em um genoma de referéncia (A). A partir das posi¢oes de mapeamento
das sequéncias, que sempre se iniciam no sitio de restricdo Pstl, é possivel a identificacao
dos sitios onde serd averiguada a presenga de metilagdo, nomeado como sitio MSD (B).
A comparacao das contagens associadas a cada sitio de metilagdo nas duas bibliotecas
de sequenciamento determina se um sitio estd metilado. Contagens significativamente
maiores na biblioteca Mspl (Fold change > 2 ¢ FDR < 0.05 apés andlise com DEseq2)
indicam presenga de metilacao, enquanto contagens indistinguiveis estatisticamente indicam
auséncia de metilagao. Para alguns poucos sitios MSD, foram verificadas contagens maiores
para a biblioteca Hpall. Contudo, a interpretacao deste perfil é controversa na literatura e,
neste estudo, optou-se por considera-los como sitios nao metilados (C). Os sitios MSD que
contém metilagoes representam dois estados de metilagao: completamente metilados, onde
ambas as citosinas internas das duas fitas de DNA estao metiladas, ou hemi-metilado,
onde apenas uma delas esta metilada, nao sendo possivel distinguir dentre eles, uma vez
que ambos bloqueiam a agdo da enzima Hpall (C).



OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Desenvolvimento de protocolo analitico para deteccao de metilacao de DNA a partir
do sequenciamento MS-DArT-seq. Avaliagdo do protocolo desenvolvido e caracterizacao
dos dados gerados através de prova de conceito utilizando amostras do clone de referéncia
(BRASUZ1) da espécie E. grandis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolvimento de protocolo computacional para identificacdo de metilacao de

DNA utilizando ferramentas de c6digo aberto.

e Caracterizacao dos dados gerados por MS-DArT-seq através de analises estatis-
ticas e/ou representacao visual. Comparagao da metodologia com métodos bem

estabelecidas e amplamente adotados para a deteccao de metilagdo de DNA.

e Utilizacao do protocolo desenvolvido para determinacao dos perfis de metilagao de
DNA de trés amostras vegetais coletadas do clone BRASUZ1, genétipo utilizado

para a geracao do genoma referéncia da espécie Fucalyptus grandis.

e (Caracterizacao do contexto genémico das metilagoes de DNA identificadas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL

As amostras utilizadas neste estudo foram coletadas de clones da arvore BRASUZ1,
a doadora do DNA sequenciado para a obtencao do genoma de referéncia para a espécie
Fucalyptus grandis (MYBURG et al., 2014). Foram coletadas amostras de xilema (cambio
em desenvolvimento) e folhas em desenvolvimento e completamente desenvolvidas, aqui
denominadas juvenis e adultas. Dessa forma, estabelecendo trés amostras experimentais:

“xilema”, “folhas adultas” e “folhas juvenis”.

Para cada grupo experimental, foram coletas amostras de trés réplicas biologicas
(trés arvores do mesmo gendtipo BRASUZ1) com 4 anos de idade, plantadas na unidade
da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Embrapa CENARGEN), Brasilia - DF,
Brasil. Em cada arvore (clone), a amostra de xilema foi coletada a partir da parte interna
de um fragmento de casca do tronco e as amostras de folha foram coletadas do mesmo
galho, localizado no lado de maior exposicao a luz solar. A extragdo do DNA genoémico de
cada amostra foi realizada usando protocolo adaptado baseado no método CTAB (DOYLE;
DOYLE, 1987).

3.2 IDENTIFICACAO DOS SITIOS PASSIVEIS DE METILACAO

3.2.1 OBTENCAO DE DADOS VIA MS-DArT-seq

O DNA extraido foi enviado para a realizagdo do sequenciamento MS-DArT-seq pela
empresa Diversity Arrays Technology!, Canberra, Australia, conforme descrito no tépico
2.1.2. Para cada amostra, foram geradas duas bibliotecas de sequenciamento, derivadas
dos fragmentos gerados pela digestao com os pares de enzimas Pstl-Mspl e Pstl-Hpall. O
sequenciamento foi realizado em plataforma Illumina HiSeq 2000, single-end, produzindo
leituras de sequéncia que iniciam-se no sitio de restricao da enzima Pstl e se prolongam

por 77 pares de bases em direcao ao sitio de restricdo das enzimas Mspl ou Hpall.

As sequéncias de todas as amostras foram recebidas e inspecionadas para controle
de qualidade utilizando o software FASTQC?. Adaptadores e bases com baixa qualidade
foram removidos com o software Trimmomatic® v.0.36 (BOLGER; LOHSE; USADEL,

1 www.diversityarrays.com

www.bioinformatics.babraham.ac.uk

3 www.usadellab.org
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2014), aplicando os pardmetros pré-definidos, exceto pela utilizagdo do pardmetro “SLI-
DINGWINDOW:5:25".

3.2.2 MAPEAMENTO DAS SEQUENCIAS NO GENOMA DE REFERENCIA

Para a identificacao do sitios passiveis de metilacao e detectaveis por MS-DArT-seq,
doravante chamados sitios MSD, as sequéncias de cada leitura de sequenciamento foram
mapeadas no genoma de E. grandis v.2.0 (BARTHOLOME et al., 2015), disponivel na base
de dados Phytozome! (GOODSTEIN et al., 2012). Para o mapeamento, foi utilizado o
software bowtie2’ v.2.3.2 (LANGMEAD; SALZBERG, 2012). O mapeamento foi realizado
controlando-se o niimero de mismatches permitidos. Dessa forma, foram executadas 4
etapas de mapeamento, variando-se o nimero de mismatches permitidos de 0 a 3, de
forma crescente a cada etapa. Em todas as etapas, foi exigido o mapeamento da sequéncia
completa e nao foi permitida a insercao de gaps na sequéncia mapeada, nem na sequéncia
correspondente no genoma. A cada etapa de mapeamento, somente as sequéncias nao
mapeadas na etapa anterior foram utilizadas. As sequéncias com multiplos alinhamentos

no genoma e as nao mapeadas foram desconsideradas nas etapas seguintes do estudo.

3.2.3 IDENTIFICACAO DOS SITIOS DE METILACAO

Utilizando bedtools® v.2.27.1 (QUINLAN; HALL, 2010), as coordenadas das sequén-
cias mapeadas foram identificadas e a localizagdo dos sitios de restricao investigados para
metilacao foi recuperada através de scripts elaborados no contexto desse estudo. De forma
simplificada, a partir da posigao e sentido (strand) das leituras mapeadas e conhecendo-se as
posigoes de todos os sitios de restrigio Mspl/Hpall no genoma, é possivel identificar o sitio
onde as citosinas serdo avaliadas para metilagao (citosinas internas do sitios Mspl/Hpall).
A determinagao exata do sitio é realizada pela busca do sitio de restricao Mspl/Hpall, a
jusante, mais préximo da posi¢do de mapeamento das sequéncias (Figura 6-B), ndo sendo
determinada uma distancia maxima para um sitio ser incluido. Neste estudo, os sitios de

restrigao Mspl/Hpall avaliados para a presenca de metilagdo sdo nomeados como sitios
MSD.

Uma pequena parcela das sequéncias mapearam em regioes onde nao foi possivel
encontrar um sitio de restricao Pstl e foram desconsideradas na determinacgao dos sitios
MSD. Uma caracteristica importante dessa abordagem é o fato de que um mesmo sitio de
restrigao Mspl/Hpall pode ser representado por mais de um fragmento sequenciado, se
houver sitios Pstl a montante em ambas as fitas da molécula de DNA. Essa redundancia

experimental foi considerada, conforme descrito abaixo.

phytozome.jgi.doe.gov
bowtie-bio.sourceforge.net
6 bedtools.readthedocs.io
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3.3 AVALIACAO DOS FRAGMENTOS SEQUENCIADOS E SITIOS
DE METILACAO OBTIDOS POR MSD-DArT-seq EM RELA-
CAO A DISTRIBUICAO NO GENOMA

A distribuicao dos fragmentos sequenciados foi comparada com a distribuicao dos
fragmentos gerados por digestao in silico da sequéncia do genoma usando as enzimas
(Pstl-Mspl/ Hpall). Para essa finalidade, foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov para
duas amostras. Uma vez que essas distribuicoes sao discretas, o teste Kolmogorov-Smirnov
foi aplicado usando 1000 simulagoes (Monte Carlo) para determinar o p-valor mais apro-
priado, conforme implementagiao do pacote Matching” (SEKHON, 2008), implementado

na linguagem de programacao R®.

O software ALFA? (BAHIN et al., 2019) foi aplicado para averiguar a distribui-
¢ao das sequéncias em relacao aos elementos génicos (UTRs, CDS e introns) e regides

intergénicas.

Para investigar se a utilizacao da enzima Pstl, que também apresenta sensibilidade
a metilacao, na dupla digestao produz vieses na amostragem de fragmentos obtidos, o
software Ologram?’ (FERRE et al., 2020) foi aplicado. O Ologram avalia a significancia
estatistica da co-localizacao dos fragmentos gerados in silico por Pstl-Mspl/Hpall com
genes ou regioes intergénicas do genoma de E. grandis. Como comparacao, a mesma analise
foi realizada usando os fragmentos gerados pela dupla digestao in silico com as enzimas
FEcoRI e BamHI em substitui¢ao a Pstl. Em cada andlise, apenas fragmentos maiores do

que 100 bases e menores do que 600 bases foram mantidos.

Para avaliar se os sitios MSD amostrados sao uniformemente distribuidos ao longo
do genoma, cada cromossomo foi dividido em janelas de diferentes tamanhos (1 Mb, 500
kb, 250 kb e 100 kb) e, para cada tamanho, um teste de chi-quadrado foi aplicado usando

o nimero de sitios contidos em cada janela.

3.4 GERACAO DAS CONTAGENS CORRESPONDENTES A CADA
SITIO DE METILACAO

A contagem das leituras de sequéncia mapeadas correspondentes a cada sitio MSD
foi realizada utilizando o software featureCounts'! v.1.6.2 (LTAO; SMYTH; SHI, 2014),

considerando-se as bibliotecas Pstl-Mspl e Pstl-Hpall separadamente. Nesta etapa, a

7 cran.r-project.org/web/packages/Matching

cran.r-project.org
github.com/biocompibens/ALFA
dputhier.github.io/pygtftk /ologram.html
http://subread.sourceforge.net

10
11
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partir do mapeamento das sequéncias no genoma de referéncia, constatou-se a presenca
de sobreposicao de fragmentos sequenciados, sendo este um fator confundidor na geracao
das contagens. Esses fragmentos sao gerados por fatores diversos que podem interferir na
clivagem de um ou mais sitios de restricao localizados a menos de 77 pares de bases um
do outro. Devido a essas sobreposicoes, as sequéncias de todos os fragmentos se acumulam
em uma mesma regiao sendo somadas e atribuidas a cada sitio MSD, superestimando as
contagens reais conforme exemplificado na Figura 8. Essas contagens foram corrigidas
aproveitando-se da informagao das posi¢oes de mapeamento das sequéncias (Figura 8).

[ 20000 (
1 60t (
1

40bp | /
J )

5" Pstl Mspl/Hpall Mspl/Hpall Mspl/Hpall 3
T T T T N ! Contagens
i, ., Contagens
. ) . o acumuladas devido =
Conjunto de células 1 - Ambos os sitios de restricdo ndo séo clivados: A L ox % corrlgldas
a sobreposigao
Fragmento sequenciado
Conjunto de células 2 - O primeiro sitio de restricdo néo é clivado, mas o segundo é:
Fragmento sequenciado 1 0 0
Conjunto de células 3 - O primeiro sitio de restrigdo é clivado:

Fragmento sequenciado

Figura 8 — Correcao das contagens de fragmentos sobrepostos. A comparacao
entre os fragmentos sequenciados e os sitios de restricdo identificados no genoma permite
identificar que a formagao de fragmentos que se sobrepoem.Neste exemplo, é ilustrada a
correcao das contagens que ¢ realizada pela subtracao entre as contagens dos fragmentos
maiores e as contagens dos fragmentos menores.

3.5 IDENTIFICACAO DAS METILACOES POR COMPARACAO
DE Hpall vs Mspl

Para a identificacdo dos sitios amostrados que contém metilacao do DNA, foi
realizada a comparacao das contagens geradas para cada leitura de sequenciamento
nas duas bibliotecas de sequenciamento (“Pstl-Mspl” e “Pstl-Hpall”). Essa etapa foi
realizada utilizando-se os pacotes edgeR'? (ROBINSON; MCCARTHY; SMYTH, 2010)
e DEseq2'® (LOVE; HUBER; ANDERS, 2014), ambos implementados na linguagem
R e disponibilizados pelo Bioconductor'*. A comparacao das contagens e, portanto, a

determinacao das metilagoes foi realizada separadamente para cada grupo amostral.

12 bioconductor.org/packages/release/bioc/html/edgeR.html
13 bioconductor.org/packages/release/bioc/html/DESeq2.html
14 bioconductor.org
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Visando garantir que contagens espirias nao seriam identificadas como uma diferenca
real entre as bibliotecas de fragmentos, levando a incorreta determinacao da presenca de
metilagoes, um filtro foi implementado para remover fragmentos com contagens muito

diminutas.

Para determinar o limite minimo de contagem, bem como os valores de outros
parametros necessarios para determinar a presenca de metilagoes, foi usado o sequenci-
amento bissulfito (BS-seq) da amostra de folha adulta como referéncia para validar o
método MS-DArT-seq por uma andlise comparativa das metilagoes identificadas. Foram
usados trés valores de false discovery rate (FDR; < 0,05, < 0,01 e < 0,001), dois valores
de fold change (> 1 e > 2) e trés valores de contagem minima (> 3, > 5 e > 10). Para
cada combinacao de parametros, os sitios metilados detectados por MSD-DArT-seq foram

comparados com os detectados por BS-seq.

A combinacao de pardmetros que produziu o maior nimero de metilagoes e a maior
taxa de validagdo com os dados de bissulfito foi utilizada ao longo desse estudo, conforme
descrito a seguir. Apenas sequéncias que continham contagem > 3 nas bibliotecas geradas
com a enzima de restricao Mspl (nao sensivel a metilagdo) foram mantidas na andlise.
Foram considerados como sitios metilados apenas os sitios cujas contagens entre Mspl e
Hpall foram determinadas como significativamente diferentes pelos algoritmos de ambos

edgeR e DEseq2 usando fold change > 2 e FDR < 0,05 como parametros.

Quando existe mais de um fragmento sequenciado representando um mesmo sitio
MSD, a seguinte abordagem foi aplicada. Se a diferenca entre as contagem das bibliotecas
Pstl-Mpsl e Pstl-Hpall de, ao menos um dos fragmentos, foi considerada significativa, o

sitio MSD foi considerado metilado.

3.6 PADROES DE METILACAO DE DNA DAS DIFERENTES
AMOSTRAS DE BRASUZ1

3.6.1 REMOCAO DE SITIOS MSD COM DADOS FALTANTES

MS-DArT-seq produz milhares de sitios MSD que sao exclusivos para cada amostra.
Contudo, para que a comparacao entre as diferentes amostras da arvore BRASUZ1 fosse
fidedigna, foi necessaria a exclusao desses sitios da analise. Dessa forma, apenas sitios
MSD sem dados faltantes em nenhuma das amostras foram mantidos neste estudo. Como,
para a biblioteca Pstl-Hpall, sao esperadas contagens iguais a zero, apenas a biblioteca
Pstl-Mspl foi utilizada para a verificagao de dados faltantes (sitios com contagem igual a

zero foram considerados como dados faltantes).

Apos a identificacao das metilagoes de DNA pelos programas edgeR e DEseq2, o

teste Q de Cochran foi aplicado para verificar se a probabilidade de ocorréncia de metilagao
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do DNA em um sitio MSD difere de acordo com a amostra avaliada.

3.6.2 IDENTIFICACAO DO CONTEXTO GENOMICO DAS METILACOES
VERIFICADAS

Para cada metilagao do DNA verificada, foi feita a identificagdo do contexto
gendmico na qual ela esta inserida. A posi¢ao gendmica da metilagdo do DNA foi comparada
com a a anotacao de genes e elementos transponiveis no genoma de FE. grandis usando
bedtools v2.27.0. De forma similar ao realizado para os sitios metilados, o teste Q de
Cochran foi aplicado para verificar se a probabilidade de um gene ou TE ser metilado, de

acordo com os dados de MS-DArT-seq, difere de acordo com a amostra avaliada.

3.6.3 ANOTACAO FUNCIONAL DOS GENES QUE CONTEM METILACOES
DE DNA

A anotacao funcional dos genes contendo metilagoes foi realizada por duas fer-
ramentas, blast2GO' v4.1 e BioMart'® (disponivel no pacote biomaRt!"), a partir de
diferentes bases de dados. Inicialmente, todos os genes do genoma de E. grandis foram
anotados com ambas as ferramentas. Em seguida, as anotagoes foram combinadas em um
unico conjunto de dados, utilizado para a anotacao dos subconjuntos de genes de interesse.
Adicionalmente, a anotacao do conjunto total de genes do genoma foi utilizada para gerar
a referéncia para a analise de enriquecimento de termos do Gene Ontology Consortium.
Nesse ponto, visando evitar a ocorréncia de falsos positivos na determinacao dos termos
enriquecidos, apenas os genes que continham ao menos um sitio de metilacao amostrado
por MS-DArT-seq foram utilizados como grupo de referéncia na analise de enriquecimento

de termos, realizada com o pacote clusterProfiler'®.

3.7 SEQUENCIAMENTO BISSULFITO

3.7.1 CONSTRUCAO DA BIBLIOTECA DE SEQUENCIAMENTO

Sequenciamento bissulfito foi realizado para a amostra de folhas adultas. A amostra
foi enviada para a empresa Zymo Research'® que realizou o sequenciamento e andlise
inicial dos dados, conforme descrito a seguir. Inicialmente, 500 ng de DNA foram usados
para digestdo com 2 unidades do kit Zymo Research’s (ZR) dsDNA Shearase TM Plus. Os
fragmentos gerados foram entao purificados usando o kit Zymo Research (ZR) DNA Clean

15
16
17
18
19

www.blast2go.com

www.biomart.org
bioconductor.org/packages/release/bioc/html/biomaRt.html
bioconductor.org/packages/release/bioc/html/clusterProfiler.html
www.zymoresearch.com
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and Concentrator TM. O tratamento bissulfito e a ligacao de adaptadores foi realizada
usando o kit EZ DNA Methylation — Lightning kit. O sequenciamento foi realizado em
plataforma Illumina HiSeq 2000, usando Ilumina TruSeq.

3.7.2 DETERMINACAO DA PROPORCAO DE CONVERSAO POR BISSUL-
FITO

A identificagdo dos niveis de metilagdo de cada citosina no genoma foi também
realizada pela empresa Zymo Research. As sequéncias geradas foram mapeadas no genoma
de referéncia de E. grandis usando um software proprietério, baseado no software Bismark?
(KRUEGER; ANDREWS, 2011). Os niveis de metila¢ao de cada citosina foram definidos
como o nimero de sequéncias reportando uma citosina (C), dividido pelo total de sequéncias
reportando uma citosina (C) ou timina (T). Desta forma, os valores variam entre 0 e
1, sendo 0 quando todas as sequéncias possuem T (todas as citosinas ndo metiladas e
convertidas) e 1 quando todas as sequéncias reportam C (todos os fragmentos metilados
nessa posigao, impedindo a conversdao). Contudo, na pratica, outros fatores interferem
nesses valores, como a taxa de eficiéncia da conversao por bissulfito e a presenca de
multiplos tipos celulares na amostra que, com frequéncia, apresentam diferentes perfis de

metilacao.

3.7.3 IDENTIFICACAO DAS METILACOES DO DNA

Devido aos fatores mencionados acima, apenas a propor¢ao de conversao nao é sufi-
ciente para a identificacdo de metilagoes do DNA, sendo necessaria a aplicagdo de métodos
estatisticos para determinar se uma citosina é, de fato, metilada. Apds o recebimento dos
dados contendo a proporcao de conversao de cada citosina, a determinacao das metilagoes
foi realizada de acordo com método baseado em Schultz et al. (2015). Inicialmente, a taxa
de conversao por bissulfito foi calculada usando o genoma do bacteriéfago lambda como
controle durante o preparo da biblioteca de sequenciamento. Como as moléculas de DNA
representando esse genoma sao sintéticas, elas ndo contém metilacdo de DNA e, portanto,
espera-se que todas as citosinas sejam convertidas. A taxa de nao conversao verificada

para o DNA controle é entao extrapolada para a amostra sequenciada.

Em seguida, para cada citosina amostrada por BS-seq, um teste binomial foi
aplicado usando a soma do niimero de sequéncias suportando a presenca da metilagao e a
soma do nimero de leituras indicando a auséncia de metilagdo do DNA. Em cada teste,
a probabilidade de sucesso foi igual a taxa de nao conversao por bissulfito. Os p-valores
foram corrigidos para multiplos testes aplicando o procedimento de Benjamini-Hochberg

para o calculo do FDR (false discovery rate).

20 www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/bismark


https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/bismark/

3.8. DISTRIBUICAO E REPRODUTIBILIDADE DO PROTOCOLO COMPUTACIONAL 61

3.8 DISTRIBUICAO E REPRODUTIBILIDADE DO PROTOCOLO
COMPUTACIONAL

Todas as etapas descritas para a analise foram realizadas pela elaboracao de um
protocolo de analise computacional automatizado, integrando diversos programas que foram
criados para atender as etapas de andlise do estudo, além de programas ja consolidados para
tarefas especificas, como mapeamento de sequéncias de DNA, por exemplo. Os programas
criados no contexto desse estudo foram escritos nas linguagens R e Python. Alguns dos
programas elaborados e/ou utilizados fazem uso de pacotes pré-existentes e disponiveis

para instalagdo nos repositérios oficiais de cada uma das linguagens.

Todas as ferramentas utilizadas no estudo possuem cédigo aberto. A tnica excegao
é o software Blast2GO v.4.1, utilizado para a anotacao dos genes do genoma de FE. grandis
e que nao foi integrado ao workflow automatizado, uma vez que é um software proprietario
com codigo fechado. Dessa forma, apds a anotagao com Blast2GO, a tabela de resultados
foi incorporada ao protocolo computacional e utilizada para a anotacao do subconjunto
de genes. A anotacao do Blast2GO é utilizada como entrada para o protocolo de andlise
desenvolvido, podendo ser obtida pelo usuario através da versao gratuita do programa.
Adicionalmente, a anotacao pode ser realizada usando o banco de dados BioMart através

do pacote biomaRt, esta etapa também foi incorporada a ferramenta desenvolvida.

Para o controle e automacao das tarefas foi utilizado o gerenciador de workflows Sna-
kemake?! (K6STER; RAHMANN, 2012). Os parametros de controle e execugao sao forneci-
dos em um arquivo de configuracao, lido pelo Snakemake, flexibilizando assim a modificagao
dos critérios da analise, caso necessario. Todos os scripts utilizados pela ferramenta estao dis-
poniveis para acesso no site GitHub??: <https://github.com/wendelljpereira/ms-dart-seq>.
Adicionalmente, os dados necessarios para a execucao da andlise estdo disponiveis na base
de dados figshare?®: <https://doi.org/10.6084/m9.figshare.10305431>.

21 bitbucket.org/snakemake/snakemake
22 github.com
2 figshare.com
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERISTICAS DO SEQUENCIAMENTO VIA MS-DArT-

seq

4.1.1 PRODUCAO DE DADOS E MAPEAMENTO NO GENOMA

Ao todo foram obtidas mais de 45 milhoes de sequéncias geradas a partir das trés
amostras utilizadas neste estudo (folha adulta, folha juvenil e xilema) e considerando-se
as sequéncias das duas bibliotecas geradas para cada amostra (Pstl- Hpall e Pstl-Mspl).
Apés o controle de qualidade e mapeamento no genoma, identificou-se que 7.869.635
(17,40%) sequéncias mapearam em multiplas posicoes e 5.282.139 (11,68%) nao mapearam
no genoma com os critérios utilizados. Essas leituras foram excluidas das etapas posteriores,
restando 32.086.893 (70,92%) sequéncias que mapearam unicamente no genoma de E.
grandis e foram utilizadas para a determinacgao dos sitios MSD e deteccdo das metilagoes
do DNA. Embora a cobertura de sequenciamento varie para cada regiao amostrada e entre
amostras, foi observada uma alta cobertura para a maioria das regioes sequenciadas por
essa metodologia, com média de aproximadamente 80x e mediana de aproximadamente

30x para as regioes sequenciadas.

4.1.2 EFICIENCIA DA REDUCAO GENOMICA E ABRANGENCIA DA CO-
BERTURA DE AMOSTRAGEM

4.1.2.1 EFICIENCIA DA REDUCAO GENOMICA PELA DUPLA DIGESTAO COM AS ENZI-
MAS DE RESTRICAQ Pstl-Mspl/Hpall

Visando avaliar o grau de reducao genomica atingido e a capacidade de amostragem
da metodologia MSD-DArT-seq, foi realizada a comparacao entre os fragmentos sequencia-
dos e fragmentos gerados através da dupla digestao in silico do genoma usando as enzimas
Pstl-Mspl/ Hpall. Conforme demonstrado na Figura 9, mais de 80% dos fragmentos se-
quenciados possuem tamanho entre 48 e 574 pares de bases com média de 289 pb (d.p. ~
711,3; CV ~ 2.46). Comparando-se com o conjunto de fragmentos produzidos in silico,

estes representam 47,13% de todos os fragmentos possiveis nesta mesma faixa de tamanho.

4.1.2.2 O PAPEL DA ENZIMA Pstl NA AMOSTRAGEM DE REGIOES GENICAS

No método MS-DArT-seq, a enzima Pstl, sensivel a metilagoes do DNA no contexto

CHG, é utilizada visando o direcionamento da producao de fragmentos de DNA a partir
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Fragmentos in silico - PstI-Mspl or MspI-Pstl
[l Fragmentos sequenciados - MS-DArT-seq
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Figura 9 — Distribuicao dos fragmentos sequenciados em relacao ao seu tamanho.
Em amarelo, encontram-se representados todos os fragmentos gerados pela digestao in
silico do genoma de E. grandis e que contém em suas extremidades os sitios de restrigao
das enzimas Mspl e Pstl. Em azul, estao representados os fragmentos sequenciados. As
linhas tracejadas em vermelho representam o 1° e 0 9° decis. O tamanho dos fragmentos
esta representado em escala logaritmica de base 2 para facilitar a visualizagao.

de regioes hipo-metiladas do genoma, como a eucromatina, enriquecida em genes. De fato,
é possivel verificar a maior abundancia de sequéncias oriundas de regides génicas, como
demonstrado na Figura 10. Em niimeros absolutos, a maior parte das sequéncias é mapeada
em regioes intergénicas. Contudo, apo6s a normalizacao das contagens de acordo com o
conteudo genomico, é clara a selecao preferencial de regides génicas pelo sequenciamento
MS-DArT-seq (Figura 10).

Para verificar se a utilizacao da enzima Pstl é o principal fator nesse direcionamento,
o programa Ologram foi aplicado para testar se existe co-localizagdo entre os fragmentos
sequenciados e elementos génicos (éxons, CDS e UTR). Adicionalmente, a analise de co-

localizacao foi também realizada entre os fragmentos sequenciados e regides intergénicas.

Os resultados demonstram que os fragmentos gerados pela dupla digestao com as
enzimas Pstl-Mspl/Hpall sao fortemente associados com regides génicas e que nao hé
associagao com as regioes intergénicas do genoma (Figura 11). Como comparagao, a mesma
analise foi realizada para fragmentos gerados in silico pela digestao gendémica usando
apenas a enzima Mspl, que possui o mesmo sitio de restricao da Hpall, e os resultados
demonstram uma igualmente significativa associagdo com genes (Figura 11). Como a
adicao de uma enzima de corte raro na dupla digestdo gendémica é importante para que a
reducao no custo de sequenciamento seja significativa, o uso da enzima Pstl é justificavel.

Contudo, seria importante avaliar se a utilizacdo de outras enzimas de restricdo geraria o
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Figura 10 — Distribuicao das sequéncias geradas por MS-DArT-seq em relagao
aos elementos do genoma de E. grandis. Na parte superior, sao demonstradas as
proporgoes das sequéncias mapeadas no genoma de acordo com o contexto genomico. Na
parte inferior é demonstrada a abundancia de sequéncias em cada elemento genémico de
acordo com o esperado para o genoma. Como as contagens das réplicas de cada amostra
sao similares, a soma delas é representada nos gréaficos para facilitar a visualizacao.

mesmo resultado.

Por isso, dois conjuntos adicionais de fragmentos foram gerados a partir da dupla
digestao in silico do genoma com as combinagoes de enzimas EcoRI-Mspl/Hpall e BamHI-
Mspl/Hpall e a anélise de co-localizacao foi implementada. Para todos os conjuntos,
incluindo o de fragmentos Pstl-Mspl/Hpall sequenciados, foi observada significativa co-
localizacao apenas com genes. Contudo, o uso das enzimas de restricao EcoRI ou BamHI
em substituicdo a Pstl diminui a magnitude do efeito da associacao com genes, com menos

intersecgoes sendo identificadas (Figura 11).
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Figura 11 — Andalise de co-localizacao com genes e regioes intergénicas dos con-
juntos de fragmentos gerados pela reducao genémica in silico usando dife-
rentes combinacgoes de enzimas de restrigao. Para cada combinagao de enzimas, é
representado o nimero de intersec¢oes entre os fragmentos in silico e genes ou regioes
intergénicas e o p-valor com a significancia associada a co-localizacdo. Em amarelo, estao
representadas as intersecg¢oes obtidas com o conjunto de fragmentos gerados pela digestao
in silico e em azul, as intersecgoes obtidas pelas simulagoes gerando fragmentos obtidos
aleatoriamente. Quando nao ha diferenga entre o nimero de interse¢oes entre o conjunto de
fragmentos aleatérios e as regides investigadas (genes ou regioes intergénicas) e o niimero
de interse¢oes entre o conjunto de fragmentos obtidos pela digestao in silico e as mesmas
regioes, os resultados indicam que a combinac¢do de enzimas utilizadas para a digestao
in silico produz fragmentos que se comportam como fragmentos gerados aleatoriamente
e, portanto, o uso das enzimas nao produz co-localizagdo com as regides examinadas. Se
o nimero de intersec¢oes é maior para os fragmentos obtidos pela digestao in silico do
que para os fragmentos gerados aleatoriamente, isso significa que o uso da combinacao de
enzimas produz fragmentos que co-localizam com as regides investigadas. Barras de erros
representam o desvio padrao das medidas obtidas pelas multiplas simulacoes.

4.1.3 AMOSTRAGEM DOS SITIOS DE METILACAO POR MS-DArT-seq

Utilizando as posi¢oes de mapeamento de todas as sequéncias e de todos os sitios
Mspl/ Hpall, foram identificados 76.106 fragmentos sequenciados, representando 72.515
sitios MSD. A discrepancia entre o nimero de fragmentos sequenciados e o nimero de
sitios MSD se deve ao fato de que um mesmo sitio MSD pode ser representado por mais

de um fragmento, como descrito na metodologia (segao 3.2.3) e exemplificado na Figura 6.

Os sitios MSD identificados estao amplamente distribuidos ao longo dos 11 cro-
mossomos do genoma de E. grandis, conforme representado na Figura 12. Contudo, essa
distribuicao nao pode ser considerada uniforme, conforme averiguado pela aplicacao de

testes qui-quadrado (goodness-of-fit) para verificar a equivaléncia do nimero de sitios
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MSD em secoes geradas pela divisao do genoma em intervalos de multiplos tamanhos
(ver métodos, segao 3.3). Em todos os casos avaliados, a uniformidade da distribuicao foi

rejeitada (p-valor < 0,001). Na Figura 12 sdo representadas as contagens por intervalo de
250 kb.
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Figura 12 — Distribuicao dos sitios MSD ao longo dos 11 cromossomos do genoma
de E. grandis. Cada barra representa um intervalo de 250 mil bases (kb).

4.1.4 REPRODUTIBILIDADE ENTRE REPLICAS BIOLOGICAS

Apods a determinacao dos sitios MSD, foi realizada a contagem das sequéncias
correspondentes a cada sitio nas bibliotecas Pstl-Mspl e Pstl-Hpall de cada amostra,

separadamente, para as trés réplicas biologicas.

A reprodutibilidade entre as réplicas bioldgicas foi avaliada a partir da correlacgao
entre as contagens obtidas para sitios MSD em cada amostra. Por esse quesito, foi possivel
observar que ha grande reprodutibilidade entre as réplicas biolégicas e mesmo entre as
duas amostras de folha (folhas juvenis e adultas) (r? > 0,97). Também foram observadas
correlagoes (r?) acima de 0,52 entre o xilema e as amostras de folha. Desta forma, pode-se

afirmar que existe moderada correlagao entre as contagens dessas amostras (Figure 13).
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A) Correlagdo das contagens dos sitios MSD na biblioteca PstI-Mspl B) Correlagdo das contagens dos sitios MSD na biblioteca PstI-Hpall
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Figura 13 — Reprodutibilidade de contagens entre as réplicas bioldgicas. A) Gra-
fico de correlagdes entre as contagens obtidas para as réplicas bioldgicas de cada amostra
nas bibliotecas Pstl-Mspl. B) Grafico de correlagoes entre as contagens obtidas para as
réplicas bioldgicas de cada amostra nas bibliotecas Pstl- Hpall.
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4.2 METILACOES DETECTADAS NO DNA E CONTEXTO BIO-
LOGICO

4.2.1 REMOCAO DE DADOS FALTANTES PERMITE A COMPARACAO
DAS METILACOES DE DNA ENTRE AMOSTRAS

Para possibilitar a comparacao entre amostras, é necessario garantir que todos
os sitios avaliados para metilacao tenham sido sequenciados em todas as amostras. Isto
¢ importante para evitar a ocorréncia de falso negativos, determinando a auséncia de
metilagoes quando de fato a regiao correspondente no genoma nao foi sequenciada por
fatores alheios aos padroes de metilacao. Para esse fim, foram considerados apenas sitios
MSD amostrados em todos as amostras, como verificado pela presenca de contagens na

biblioteca PstI-Mspl que é insensivel & metilagdo no contexto avaliado (contagem > 1).

Considerando o conjunto formado apenas pelos sitios de metilagao amostrados
em todas as amostras e apos a aplicacao do filtro estabelecido para eliminar contagens
espurias (média das contagens na biblioteca gerada por Mspl > 3), um total de 30.987
sitios MSD foram identificados.

4.2.2 METILACOES DETECTADAS NO DNA

Uma vez estabelecidas contagens para todos os sitios MSD e amostras, foi realizada
a verificacao se a diferenca nas contagens das leituras para cada loco entre as bibliotecas

Mspl e Hpall eram estatisticamente significativas. Para tanto, utilizou-se o arcabouco
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estatistico adaptado de analise de expressao diferencial de mRNAs pela técnica RNA-seq,
conforme implementado nos programas edgeR (ROBINSON; MCCARTHY; SMYTH, 2010)
e DEseq2 (LOVE; HUBER; ANDERS, 2014).

Para determinacao dos valores dos parametros a serem utilizados por edgeR e
DEseq2, multiplos testes foram realizados usando a amostra de folhas adultas para a qual
dados de BS-seq foram também gerados. Em cada teste, as metilagoes detectadas por MS-
DArT-seq foram comparados com os resultados de BS-seq, considerados como o conjunto
verdadeiro de metilagdes do DNA durante a validacdo da metodologia MS-DArT-seq (ver
métodos, segoes 3.5 e 3.7). Através dessa comparagdo, considerou-se que um sitio metilado
detectado por MS-DArT-seq foi validado se o mesmo sitio foi também identificado como
metilado pela andlise de BS-seq. Conforme apresentado na Tabela 1, os pardmetros que
propiciaram a maior taxa de validagao (95,47% dos sitios metilados detectados por MS-
DArT-seq, e que foram também amostrados e considerados como metilados por BS-seq),
alinhada com o maior nimero de metilagoes identificadas por MS-DArT-seq (4.759), foram

o fold change > 2, FDR < 0,05 com filtro de contagem minimas igual a 3 sequéncias.

Tabela 1 — Definicdo dos parametros para determinagao de metilacao do DNA
usando dados de MSD-DArT-seq pela comparacao com dados de
sequenciamento bissulfito.

FDR Fold Change Contagem minima Nimero de Numero de sitios metilados % de sitios metilados vgi;l:dilglof‘)r % d lidaca
(<) (>) (MspI >) sitios metilados também testados por BS-seq testados em BS-seq BS—seqp o de validagao
0,001 1 3 4.051 3.679 90,82% 3.186 86,60%
0,001 1 5 4.081 3.707 90,84% 3.211 86,62%
0,001 1 10 3.741 3.407 91,07% 2.905 85,27%
0,001 2 3 3.320 3.023 91,05% 2.934 97,06%
0,001 2 5 3.348 3.049 91,07% 2.958 97,02%
0,001 2 10 2.993 2.734 91,35% 2.646 96,78%
0,01 1 3 5.064 4.552 89,89% 3.898 85,63%
0,01 1 5 4.955 4.467 90,15% 3.814 85,38%
0,01 1 10 4.142 3.745 90,42% 3.090 82,51%
0,01 2 3 4.086 3.688 90,26% 3.561 96,56%
0,01 2 5 3.974 3.600 90,59% 3.476 96,56%
0,01 2 10 3.137 2.855 91,01% 2.746 96,18%
0,05 1 3 6.042 5.409 89,52% 4.534 83,82%
0,05 1 5 5.509 4.943 89,73% 4.077 82,48%
0,05 1 10 4.463 4.024 90,16% 3.207 79,70%
0,05 2 3 4.759 4.280 89,93% 4.086 95,47%
0,05 2 5 4.221 3.809 90,24% 3.629 95,27%
0,05 2 10 3.160 2.875 90,98% 2.757 95,90%

*Em azul estao destacados os pardmetros que maximizam o ntimero de metilagoes de DNA
identificadas e a taxa de validagdo com dados de BS-seq.

E importante ressaltar que embora a taxa de confirmacio dos sitios metilados seja
elevada, os sitios investigados por MS-DArT-seq representam uma pequena fragao dos
sitios investigados por BS-seq. Para folhas adultas, mais de 29 milhoes de citosinas no
contexto CG foram investigadas por BS-seq, enquanto 145.030, considerando-se que cada
sitios MSD corresponde a duas citosinas CG, uma em cada fita da molécula de DNA,
citosinas foram investigadas por MS-DArT-seq. Dessa forma, neste estudo, MS-DArT-seq
amostrou 0.49% das citosinas amostradas por BS-seq. A partir do conjunto de citosinas

amostradas por ambas as técnicas e pertencentes ao conjunto de 30.987 citosinas presentes
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em todos os tecidos (26.164), e considerando-se que os resultados de BS-seq refletem
o estado de metilagdo verdadeiro da amostra, determinou-se que MS-DArT-seq possui

sensibilidade de 60.81% e especificidade de 99.01%.

Em cada amostra, mais de 93% das sequéncias com contagens estatisticamente
diferentes entre as bibliotecas Mspl e Hpall foram confirmadas pelos dois algoritmos
utilizados na andlise, (edgeR e DEseq2). Ao todo, 4.759 metilagdes foram detectadas
para a amostra de folhas adultas, 5.026 para folhas juvenis e 4.634 para xilema. Como
representado na Figura 14, ha uma grande similaridade entre os perfis de metilacao das

trés amostras avaliadas.
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Figura 14 — Diagrama de Venn comparando os sitios metilados entre as trés
amostras.

Considerando-se em conjunto todas as metilagoes detectadas a partir da combinagao
da metodologia MS-DArT-seq e do protocolo de anélise implementado, foram identificadas

5.846 citosinas metiladas no genoma de FE. grandis.

4.2.3 COMPARACAO DAS METILACOES ENTRE AMOSTRAS

A partir da comparacao das metilagoes de DNA detectadas, foi possivel observar
que existe grande similaridade entre os perfis de metilacao de cada amostra, com aproxima-
damente 64,2% das metilacoes detectadas presentes nas trés amostras amostrados. Como
esperado, hd um maior nimero de metilagoes comuns as duas amostras de folhas (adultas
e juvenis) do que entre estas e o xilema (Figura 14). A maior diferenciagdo entre os perfis
de metilacao das folhas e do xilema pode também ser verificada a partir do resultado da
analise de componentes principais (PCA, Principal Component Analysis) onde, utilizando
as contagens obtidas para cada sitio metilado, é possivel observar claramente a diferenca

entre as amostras do xilema e as duas amostras de folhas (Figura 15).

Apesar da grande similaridade entre os perfis de metilacao das amostras avaliadas,
é possivel constatar a ocorréncia de 1.027 metilacoes de DNA amostra-especificas. Para

cada amostra, ao menos 230 metilagdes exclusivas foram verificadas (230 em folhas adultas,
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Figura 15 — Andalise de componentes principais demonstrando a diferenca entre
as amostras e de acordo com a biblioteca de sequenciamento implementada.
As PCAs foram realizadas a partir das contagens das sequéncias de cada sitio de metilacao
avaliado pela técnica MS-DArT-seq e considerados como metilados.

375 em folhas juvenis e 422 no xilema; Figura 14). Conforme observado pelo teste Q
de Cochran, a probabilidade de um sitio MSD ser metilado é dependente da amostra
avaliada (p-valor < 0,001), com cada amostra sendo significativamente diferente dos demais

(confirmado por comparagoes par-a-par usando o teste de Wilcoxon (p-valor < 0,001).

424 CONTEXTO GENOMICO DAS METILACOES IDENTIFICADAS

A caracterizagdo do contexto genémico das metilagoes de DNA detectadas revelou
que a maioria destas estao localizadas em genes, principalmente em éxons. TEs contém
apenas 16,97% dos sitios metilados. Um conjunto total de 1.121 (19,2%) metilagoes estao
em regides sem anotagdo (Tabela 2). A distribuigao das metilagoes das amostras em
relacao ao contexto genomico se assemelha a distribuicao verificada para o conjunto total

de metilacoes, como apresentado na Tabela 2.

Para uma pequena parcela das metilagoes identificadas, nao foi possivel estabelecer
o contexto gendémico devido a sobreposicao das anotacoes de genes e TEs. Isso deve-se a
possiveis problemas na anotacao do genoma de E. grandis. Além disso, existe a possibilidade
de insercao de TEs dentro de transposons e genes previamente existentes no genoma. Como
nao é possivel diferenciar esses cendrios, estes foram nomeados como “genes aninhados“ e
“TEs aninhados” todos os casos onde ha sobreposicao da anotacao de um gene e de TE,
respectivamente. Ao todo, 307 metilagoes (~5,20% do total) foram identificadas nestas

regides (Tabela 2).

Para determinar se a maior frequéncia de metilagoes em regides génicas se deve
a vieses intrinsecos da tecnologia, como indicado pela prevaléncia de sequéncias (Figura

10) e fragmentos in silico (Figura 11) em regioes génicas, o teste exato de Fisher foi
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Tabela 2 — Distribuicao das metilacoes de DNA verificadas em cada amostra
de acordo com o contexto genémico.

Categoria Subcategoria Folha adultas Folhas juvenis Xilema Total
intron ou UTRs 803 826 817 923
Genes Exon 2.108 2.229 2.128 2.503
Total 2911 3.055 2.945 3.426
Intron ou UTRs 88 91 88 106
TEs Regides intergénicas 689 737 565 886
Total T 828 653 992
Genes aninhados 23 21 21 26
Elementos aninhados TEs aninhados 209 232 239 281
Total 232 253 260 307
Regioes intergénicas Regides intergénicas 839 890 776 1.121
Total 4.759 5.026 4.634 5.846

* Genes e TEs aninhados sdo elementos cuja anotacao se sobrepde a anotacao de outros
elementos gendémicos. Por exemplo, um TE que foi inserido na sequéncia de outro TE.

aplicado. Inicialmente, constatou-se que os sitios MSD (amostrados por MS-DArT-seq) séo
significativamente mais frequentes (p-valor < 0,001) em regioes génicas do que o esperado,
dada a distribuicao de todos os sitios de restricao das enzimas Mspl/Hpall no genoma

(Tabela 3).

Tabela 3 — Tabela de contingéncia demonstrando a amostragem de sitios MSD no genoma de
acordo com o contexto gendmico.

Amostragem de sitios Mspl/Hpall em genes e regides intergénicas

Sitios MSD amostrados Sitios Mspl/Hpall ndo amostrados Total

Genes 29.552 165.890 195.442
Regides intergénicas 45.963 741.481 787.444

Em seguida, avaliou-se se as metilagdes do DNA ocorrem mais frequentemente nos
sitios MSD amostrados em todas as amostras (31.120) localizados em genes. Foi observado
que as metilagoes de DNA detectadas ocorreram mais frequentemente em sitios localizados
em genes (p-valor < 0,001; Tabela 4), mesmo considerando-se que o total de sitios MSD

em genes e regioes intergénicas ¢é similar, 15.010 e 16.110, respectivamente.

Tabela 4 — Comparagao das ocorréncia de metilagées nos sitios MSD em regices
génicas e intergénicas.

Ocorréncia de metilacbes do DNA nos sitios MSD em genes e regides intergénicas

Sitios Metilados Sitios nao metilados Total
Genes 3 h32* 11.478 15.010
Regides intergénicas 2.007 14.103 16.110

* Metilagoes em TEs dentro de introns ou UTRs de um genes foram considerados como sitios metilados
em genes.
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A contextualizacao das demais 1.121 metilagoes de DNA verificadas demonstrou
que, mesmo estando localizadas fora de genes e TEs, a grande maioria dessas encontram-se
préximas a um desses elementos gendmicos (509 sitios localizados a menos de 10 kb de um
gene e 1.037, a menos de 10 kb de um TE) podendo, portanto, interferir na regula¢ao dos
mesmos (Figura 16). A distribuicdo desses sitios MSD foi comparada com a distribuicao de
todos os sitios Pstl/Mspl do genoma de E. grandis no mesmo intervalo de 10 kb de genes
e TEs. O resultado do teste qui-quadrado demonstra que a concentracao de sitios MSD
é significativamente maior do que o esperado (p-valor ~ 0,006), com a maior diferenca

sendo observada para intervalos de 1 kb (Figura 17).
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Figura 16 — Distancia das metilacoes de DNA para o gene ou TE mais préoximo.
No grafico da esquerda estao representadas as distancias entre todos os sitios CCGG,
reconhecidos pelas enzimas de restricao Mspl e Hpall, do genoma para o gene ou TE mais
préximo. A direita, as distdncias entre as metilacoes de DNA identificadas em sitios MSD
para o gene ou TE mais proximo. Em ambos os graficos sao apresentados apenas sitios
contidos em uma distancia méxima de 10 mil pares de bases do elemento gendémico. Cada
barra representa o intervalo de mil pares de bases (1 kb).

425 METILACOES DO DNA EM ELEMENTOS TRANSPONIVEIS

Das 992 metilacoes localizadas em TEs, aproximadamente 50% foram verificadas
nas trés amostras. Sitios metilados especificos de cada amostra também foram verificados
(53 em folhas adultas, 93 em folhas juvenis e 76 no xilema). Aqui também, conforme o
esperado, foi observada uma maior correspondéncia entre as metilagoes verificadas para os

amostras de folha do que entre elas e o xilema (Figura 18-A).

Considerando-se apenas os elementos transponiveis que contém, ao menos, uma
metilagdo do DNA (TEs metilados), hd uma pequena reducdo na correspondéncia entre as
diferentes amostras. Aproximadamente, 48,2% (406) dos TEs metilados foram identificados
em todos as amostras. Novamente, maior similaridade entre as amostras de folha do que

destas com o xilema foi observada (Figura 18-B). Ao todo, 842 TEs do genoma de E.



4.2. METILACOES DETECTADAS NO DNA E CONTEXTO BIOLOGICO 73

Sitios Mspl

Residuos
(Pearson)

0.001-1Kpb 4.0

1-2Kpb 20

2-3Kpb

3-4Kpb

4-5Kpb

5-6Kpb
6-7 Kpb

7-8Kpb

8-9Kpb

— 1.7

p-value =
0.0055257

i bdcCcd |l Cd ] [l Sitios metilados

9-10Kpb

Figura 17 — Grafico de associagdo demonstrando os residuos (Pearson) do teste
qui-quadrado aplicado para a distribuicao dos sitios metilados na proximidade
de genes (10 kb). O p-valor demonstrado na parte inferir do gréfico foi gerado pelo teste
qui-quadrado aplicado em uma tabela de contingéncia de multiplos fatores, rejeitando a
hipétese nula de independéncia entre as amostras quando p-valor < 0,05. Em um grafico de
associacao!, a drea de cada quadrado equivale & diferenca entre as frequéncias esperadas e
observadas e as cores indicam as células individuais que sao, provavelmente, significativas,
ou seja, que apresentem grande desvio das frequéncias esperadas.

grandis contém ao menos uma citosina metilada detectada pela metodologia implementada

neste estudo.

A) Sitios metilados localizados em TEs B) TEs contendo sitios metilados
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Figura 18 — Diagrama de Venn comparando os elementos transponiveis metila-
dos em cada amostra.

Em relacao a classificacao dos elementos transponiveis que apresentam metilagao,
é possivel observar que o perfil de distribuicdo desses se assemelha a distribuicao de

TEs no genoma, de maneira geral, sendo os TEs LARD e LTR os mais abundantes

L Visualizing Independence Using Extended Association and Mosaic Plots.
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(Figura 19). O teste de qui-quadrado foi aplicado para verificar se a distribui¢do dos TEs
metilados nas diferentes classes é dependente da amostra. Para esse teste, foram utilizadas
as proporc¢oes de TEs metilados em cada classe. Os resultados demonstram que nao ha
diferencga significativa entre essas classes (p-valor = 0,99), indicando que a distribuigao é

independente da amostra avaliada (Figura 19).

Todos TEs TEs Metilados
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Figura 19 — Classificacao dos elementos transponiveis que contém ao menos
uma metilacao do DNA. Do lado esquerdo, esta representada a distribui¢ao dos TEs
presentes no genoma de acordo com a sua classificagao. Do lado direito, esta representada
a proporcao dos TEs que contém, ao menos, uma metilacdo do DNA para cada amostra,
considerando-se as classes de TEs avaliadas.

Considerando todos os TEs do genoma de E. grandis e assumindo que estes possuem
igual probabilidade de ser metilados, observou-se significativa diferenca entre as proporgoes
esperadas e observadas nas amostras avaliadas, indicando que algumas classes de TEs
nao sao constitutivamente metiladas como o esperado (p-valor < 0,001 no teste de qui-
quadrado). Pela visualizagao dos residuos em um grafico de associacao (Figura 20), é
possivel demonstrar que a frequéncia de TEs metilados nas classes LINE e Helitron, bem
como o niumero TEs classificados como aninhados, é maior do que o esperado para as trés
amostras avaliadas. Além disso, todas as amostras possuem menos TEs metilados nas
classes LARD e MITE do que o esperado (Figura 20).

4.2.6 METILACOES DO DNA EM GENES CODIFICADORES DE PROTEI-
NAS
Ao todo, 3.426 metilagoes foram identificadas em genes pela metodologia implemen-

tada neste estudo. Destas, a grande maioria é comum as trés amostras avaliadas (~73%;

Figura 21-A). Considerando-se os genes que contém ao menos uma metilagdo de DNA
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Figura 20 — Grafico de associacdo demonstrando os residuos (Pearson) do teste
qui-quadrado aplicado para a distribuicao de TEs metilados em classes. O p-
valor demonstrado na parte inferir do grafico foi gerado pelo teste qui-quadrado aplicado em
uma tabela de contingéncia de miltiplos fatores, rejeitando a hipdtese nula de independéncia
entre as amostras quando p-valor < 0,05. Em um grafico de associacao?, A area de cada
quadrado equivale a diferenca entre as frequéncias esperadas e observadas e as cores
indicam as células individuais que sdo provavelmente significativas, ou seja, que apresentem
grande desvio das frequéncias esperadas. Em azul, sao destacadas células cuja frequéncia
observada é maior do que a frequéncia esperada e em vermelho, as células cuja frequéncia
observada é menor do que a esperada.

detectada, em pelo menos uma das amostras, foram observados 2.783 genes codificadores
de proteina metilados. Desse total, a maior parte (~75,4%; 2.097 genes) possui metilagoes
em todas amostras avaliadas, embora nao necessariamente na mesma citosina (Figure
21-B). Foram identificados 325 genes que possuem metilagoes detectaveis pela técnica
exclusivamente em um das amostras, sendo 74 genes exclusivamente metilados em folhas

adultas, 119 em folhas juvenis e 132 no xilema (Figure 21-B).

4.2.7 ANOTACAO FUNCIONAL E ENRIQUECIMENTO DE TERMOS DO
GENE ONTOLOGY PARA OS GENES METILADOS

Uma das informacoes relevantes para a interpretacao biologica das metilagoes
presentes em citosinas de genes é a classificagao funcional desses. Especificamente, existe
grande interesse em determinar se, no conjunto de genes metilados, existe um enriqueci-

mento para alguma fungao bioldgica. Visando a obtencao dessa informacao, foi realizada a

2 Visualizing Independence Using Extended Association and Mosaic Plots.
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Figura 21 — Diagrama de Venn comparando os genes metilados em cada amostra.

anotagao e a analise de enriquecimento de termos para os 2.783 genes metilados, cujos

resultados estao descritos abaixo.

Foram verificados termos enriquecidos para os conjuntos de genes metilados refe-
rentes a cada uma das trés amostras e nas trés categorias do GO (BP - Biological Process,
MF - Molecular Function e CC - Cellular Component). Os resultados demonstram que
existem 149 GO termos enriquecidos no conjunto de genes metilados verificados neste
estudo, quando comparados com o conjunto de genes que possuem ao menos um sitio MSD.
Aproximadamente, 50% dos termos enriquecidos estao presentes em todas as amostras.

Contudo, existem termos enriquecidos que sao amostra-especificos.

Considerando-se os genes metilados, foram identificados 10 termos enriquecidos
especificos para folhas adultas, 23 para folhas juvenis e 8 para o xilema (Tabela 5). A
grande maioria dos termos enriquecidos representam processos bioldgicos essenciais a so-
brevivéncia da planta. Ja o conjunto de termos enriquecidos especificos para cada amostras
possivelmente reflete processos especificos dos tipos celulares e fase do desenvolvimento
de cada amostra. Por exemplo, termos relacionados com ciclo celular, desenvolvimento
e biossintese (ver Tabela 5), foram especificamente enriquecidos na amostra de folha em

desenvolvimento.

Desta forma, as diferencas observadas entre os perfis de metilagao sdo provavelmente
relacionadas com a diferenciacao celular. Contudo, vale ressaltar que os resultados aqui
gerados demonstram a capacidade desta abordagem, baseada em MS-DArT-seq, para a
identificacao de metilacoes do DNA que ocorrem especificamente em uma amostra. Assim
como em relaciona-las com processos biologicos que possam auxiliar na interpretagao do

efeito dessas metilagoes.
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Tabela 5 — Lista de termos GO enriquecidos para o conjunto de genes

metilados de cada amostra.

Termos enriquecidos exclusivamente na amostra de folhas adultas

ID Descricao Classe
G0O:0046488 phosphatidylinositol metabolic process BP
G0O:0048585 negative regulation of response to stimulus BP
GO:0051188 cofactor biosynthetic process BP
GO:0006457 protein folding BP
GO:0072521 purine-containing compound metabolic process BP
G0:0051049 regulation of transport BP
G0:0007131 reciprocal meiotic recombination BP
GO:0051241 negative regulation of multicellular organismal process BP
G0O:0031668 cellular response to extracellular stimulus BP
GO:0019013 viral nucleocapsid CcC

Termos enriquecidos exclusivamente na amostra de folhas juvenis

ID Descricao Classe
G0:0022402 cell cycle process BP
GO:0007275 multicellular organism development BP
G0:0010033 response to organic substance BP
G0O:0009648 photoperiodism BP
GO:0048869 cellular developmental process BP
GO:0071310 cellular response to organic substance BP
GO:0051254 positive regulation of RNA metabolic process BP
GO:0031325 positive regulation of cellular metabolic process BP
G0:0044270 cellular nitrogen compound catabolic process BP
G0:0042398 cellular modified amino acid biosynthetic process BP
G0O:0042559 pteridine-containing compound biosynthetic process BP
GO:0071902 positive regulation of protein serine/threonine kinase activity BP
GO:0001101 response to acid chemical BP
GO:0017056 structural constituent of nuclear pore MF
G0:0016881 acid-amino acid ligase activity MF
G0:0031410 cytoplasmic vesicle cC
G0O:1990234 transferase complex cC
G0:1990904 ribonucleoprotein complex CcC
G0O:0000428 DNA-directed RNA polymerase complex CcC
GO:0030880 RNA polymerase complex cC
G0:0099513 polymeric cytoskeletal fiber CccC
G0O:0099080 supramolecular complex cC
GO:0099081 supramolecular polymer cC

Termos enriquecidos exclusivamente na amostra do xilema

ID Descrigao Classe
GO:0071705 nitrogen compound transport BP
GO:0048573 photoperiodism, flowering BP
GO:0009787 regulation of abscisic acid-activated signaling pathway BP
GO:0009755 hormone-mediated signaling pathway BP
GO:0006413 translational initiation BP
G0O:0000045 autophagosome assembly BP
G0O:0097306 cellular response to alcohol BP
G0O:0019200 carbohydrate kinase activity MF

Temos e notagoes seguem a descrigdo do Gene Ontology Consortium. BP (biological process):
Processo biolégico, MF (molecular function): Funcao molecular, CC (cellular component):
Componente celular.
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Neste estudo, foi desenvolvida uma nova abordagem analitica para deteccao de
metilagdo de DNA (5™C) utilizando a técnica de sequenciamento MS-DArT-seq. Esta
técnica se enquadra no conjunto de métodos baseados na reducao genémica usando enzimas
de restrigao sensiveis a metila¢ao, como por exemplo MSCC (BALL et al., 2009) e MRE-seq
(MAUNAKEA et al., 2010). Contudo, a abordagem descrita diverge dessas técnicas, sendo
baseada na dupla digestdao gendémica com a enzima Pstl em adigdo a Mspl (insensivel
a metilagdo) e Hpall (sensivel a metilagdo), gerando duas bibliotecas de fragmentos
sequenciados (Pstl-Mspl e Pstl-Hpall). Os isosquisdmeros Mspl e Hpall reconhecem o sitio
de restricao CCGG, sujeito a metilagoes nos contextos CG e CHG. Como ambas as enzimas
de restrigao sdo bloqueadas pela metilagdo no contexto CHG (FULNECEK; KOVATFiK,
2014; POOTAKHAM et al., 2016), a metodologia investiga a ocorréncia de metilagoes no
contexto CG.

Destaca-se a escolha da enzima Pstl por ela apresentar sensibilidade a metilagao
no contexto CHG. Desta forma, seu uso reduz a sele¢ao de fragmentos em regices hiperme-
tiladas do genoma, como as regides ricas em elementos repetitivos, promovendo, portanto,

a amostragem preferencial de regioes hipometiladas como regides ativas da cromatina.

Visando a validagao do método, a abordagem desenvolvida foi aplicada para trés
amostras de um mesmo genotipo de E. grandis, propiciando a deteccao de milhares de
metilagoes do DNA.

5.1 IMPORTANCIA DA UTILIZACAO DE E. grandis COMO MO-
DELO EXPERIMENTAL

Amostras de clones da arvore BRASUZ1, cujo genoma foi sequenciado para a
obtencao do genoma de referéncia da espécie Eucalyptus grandis (MYBURG et al., 2014),
foram utilizadas como modelo para a implementacao da andlise descrita neste trabalho. A
utilizacao de uma espécie cuja propagacao ¢é realizada por clonagem apresenta a intrinseca
vantagem da disponibilidade de réplicas bioldgicas, ou seja, individuos livres de variagao
genética. Dessa forma, representando uma 6tima oportunidade para o estabelecimento
de um modelo para investigacao dos processos epigenéticos em plantas, possibilitando a
remocao do componente genético para avaliacao exclusivamente da variagao epigenética
amostrada na forma de metilacdo em citosinas. Essa é uma caracteristica importante, uma
vez que diversos estudos tém demonstrado uma grande relagdo das variagoes epigenéticas

com variacoes genéticas, particularmente, nos padroes de metilagbes de DNA, influenci-
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ando diretamente a ocorréncia de epialelos (GREALLY, 2017; SEYMOUR; BECKER,
2017). Este estudo foi realizado com um tnico clone de E. grandis como piloto para o
estabelecimento da metodologia analitica descrita e abre possibilidades para aplicacao em

delineamentos experimentais mais complexos.

5.2 CARACTERISTICAS DOS DADOS GERADOS POR MS-DArT-

seq

5.2.1 QUALIDADE DAS SEQUENCIAS GERADAS POR MS-DArT-seq

Diversas etapas de filtragem e controle de qualidade foram implementadas visando a
obtencao de resultados robustos e reprodutiveis. Cerca de 30% (13.151.774) das sequéncias
geradas nao foram utilizadas no estudo porque nao mapearam no genoma de referéncia
(5.282.139) ou mapearam em multiplas posi¢oes (7.869.635). Este fato pode ser explicado
pelos filtros restritivos aplicados, como a exigéncia de mapeamento da leitura de sequenci-
amento completa, impedimento da abertura de gaps e da inclusao de leituras de sequéncia
com mais de trés mismatches. Adicionalmente, alta heterozigosidade apresentada nos
clones de E. grandis e a grande fracao do genoma representada por elementos repetitivos
(MYBURG et al., 2014) também contribuiram para estes resultados.

Apébs a definicao dos sitios MSD e durante a etapa de contagem das leituras
mapeadas, verificou-se que uma pequena parcela das sequéncias mapeadas apresentaram
sobreposicao entre si. Essas leituras foram originadas por auséncia de clivagem de sitios de
restricado em um dos dois cromossomos homologos. A auséncia de clivagem de sitios de
restricdo pode ser resultado de trés causas principais. Pode haver metilacao na citosina
externa em apenas um dos dois cromossomos levando ao bloqueio da enzima Mspl nesse
sitio enquanto, no cromossomo homélogo, o corte é realizado e um fragmento é gerado.
Dessa forma, dois fragmentos de tamanhos distintos e oriundos da mesma regiao genémica
sao gerados, um para cada cromossomo homologo. Outra possibilidade é que os sitios de
ambos os cromossomos estejam acessiveis (livres de metilagdo) mas nao sejam clivados
devido a falta de eficiéncia enzimética nas condigoes experimentais implementadas para
a construcao das bibliotecas de sequenciamento. Ainda é possivel que os cromossomos
estejam em heterozigose na regiao de um sitio de restri¢ao, levando a perda do sitio de
restricao e, consequentemente, a nao clivagem do DNA nesta regido. Nos trés casos, sao
formados fragmentos distintos correspondentes a uma mesma regiao gendmica que sao
visualizados como uma série de leituras mapeadas e sobrepostas, conforme demonstrado

na Figura 8.

A capacidade da metodologia em identificar corretamente metilagoes do DNA foi

confirmada pela comparacao com dados de BS-seq, que mostrou uma correspondéncia de
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mais de 95% entre os sitios metilados identificados pelas duas metodologias (Tabela 1).
Dessa forma, MS-DArT-seq pode ser considerada como uma alternativa acurada para a

deteccao de metilagoes do DNA no contexto CG em escala genomica.

Visando viabilizar a correta comparacao entre amostras, optou-se pela remocao
dos sitios MSD com dados faltantes. E relevante ressaltar que, em um estudo onde o
objetivo principal ndo seja a comparacao entre amostras mas a deteccdo e quantificacao
do maior niimero possivel de metilagoes do DNA, os sitios que foram excluidos poderiam

ser utilizados.

5.2.2 AMOSTRAGEM DOS SITIOS DE METILACAO EM RELACAO AO
CONTEXTO GENOMICO

A utilizagdo da metodologia de sequenciamento MS-DArT-seq mostrou-se eficaz
para a amostragem de dezenas de milhares de sitios de metilagao, com mais de 30 mil
sitios avaliados no genoma de E. grandis. Além disso, a abordagem mostrou-se bastante
reprodutivel, com uma forte correlacao entre as réplicas biologicas tanto para a amostragem

de sitios MSD como para a identificagdo das metilagoes do DNA (Figura 13).

Interessantemente, foi observado um grande direcionamento da deteccao das meti-
lagoes do DNA em regioes génicas, a despeito da maior parte do genoma ser constituida
de elementos repetitivos e regides intergénicas (MYBURG et al., 2014; BARTHOLOMé
et al., 2015). Esse fato deve-se, provavelmente, a escolha das enzimas de restrigdo uti-
lizadas. Como mencionado anteriormente, ambas as enzimas de restricaio Mspl e Hpall
sao bloqueadas pela presenca de metilagdes do DNA no contexto CHG (FULNECEK;
KOVATiK, 2014; POOTAKHAM et al., 2016), comuns em plantas, especialmente em
regioes intergénicas (NIEDERHUTH et al., 2016). Adicionalmente, a enzima Pstl também
é sensivel a metilagio CHG (POOTAKHAM et al., 2016; MCCLELLAND; NELSON;
RASCHKE, 1994), potencializando esse efeito. Uma potencial desvantagem na utiliza¢ao
da enzima Pstl é a redugdo no ntimero de sitios amostrados. Conforme demonstrado na
Figura 9, apenas uma fragao dos sitios preditos in silico foram, de fato, sequenciados,
provavelmente, devido a baixa amostragem em regioes ricas em metilagoes no contexto
CHG. Além disso, a exclusao de sequéncias com multiplos mapeamentos pode também ter
contribuido para a diminuicdo do nimero de fragmentos em regides ricas em elementos
repetitivos. Essas regices afetam a capacidade dos softwares em promoverem o correto
mapeamento das leituras curtas de sequenciamento, uma vez que estas sao compativeis
com multiplas regioes do genoma, e, assim, sao mapeadas em miultiplas posi¢oes sendo

removidas deste estudo.

Também foi demonstrado, neste estudo, que a utilizagao das enzimas BamHI e

FEcoRI, em substituicao a enzima Pstl, promove uma reducao na co-localizagao entre os
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fragmentos gerados e os genes anotados para o genoma, reforcando a hipotese da influéncia
da enzima Pstl no direcionamento da amostragem para regioes génicas. Contudo, como
também demonstrado pela digestao in silico e analise de co-localizagdo com o programa
Ologram (Figura 11), fragmentos gerados pela digestao usando apenas a enzima Mspl sao
também co-localizados com genes, dessa forma, indicando um potencial viés na distribuicao

de sitios Mspl no genoma de E. grandis, com um enriquecimento em regioes génicas.

A amostragem preferencial de regioes génicas estd de acordo com o relatado por
Pootakham et al. (2016) em estudo de GBS (Genotyping By Sequencing) com a espécie
Elaeis guineensis, onde houve uma grande concentracao de locos amostrados em regioes
génicas quando foi utilizada a combinacao das enzimas de restricio Pstl e Mspl para o
preparo das bibliotecas de sequenciamento. Também em um estudo visando a identificagao
de metilagdes de DNA em sitios de restricao CCGG, a partir da digestao com a enzima de
restricdo Hpall, Chwialkowska et al. (2017) verificaram o enriquecimento da amostragem
para regioes génicas. Os autores atribuiram esse fato a maior presenca desses sitios de
restricdo em regioes génicas, corroborando um possivel enriquecimento de sitios CCGG em

genes.

Durante a identificacdo do contexto gendmico das metilagbes do DNA, foram
verificados alguns possiveis problemas na anotacao de genes e TEs no genoma de FE.
grandis. Por exemplo, foi identificado um grande ntimero de predi¢oes de TEs em posi¢oes
onde estao anotados éxons de genes. Foram verificadas também sobreposi¢oes entre genes
anotados nas distintas fitas (strands) representadas no genoma. Esses achados chamam
a atencao para o fato de que, embora o genoma de FE. grandis tenha sido gerado com
sequenciamento Sanger e, portanto, possua alta qualidade, é necessaria uma curadoria

para resolucao desses problemas de anotacgao.

5.2.3 INFLUENCIA DE METILACOES EM CORPOS GENICOS NOS PA-
DROES DE METILACOES VERIFICADOS POR MS-DART-SEQ

Ao todo, considerando-se as trés amostras avaliadas, foram identificados 5.846
sitios metilados. A maior parte dessas metilagoes (~58,6%) foi verificada em sitios de
metilagdo presentes em genes. A ocorréncia de metilagoes do DNA, detectaveis pela
metodologia MS-DArT-seq, é mais provavel em genes do que em regides intergénicas
mesmo desconsiderando-se o viés na amostragem de sitios MSD (Tabela 4). A presenga
de metilagdes em corpos génicos (gene body methylation; GBM) em uma significativa
parcela dos genes de plantas pode ser a causa. Nesses genes, a grande maioria das citosinas
no contexto de sequéncia “CG” encontra-se metilada. Uma vez que esse é também o
contexto de metilagdo amostrado pela técnica MS-DArT-seq, é esperado que boa parte
dos sitios de metilagao amostrados em genes contendo GBM estejam, de fato, metilados.

Consequentemente, espera-se que haja maior prevaléncia de metilagoes em genes do que
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em regioes intergénicas.

No genoma de E. grandis, conforme relado por Niederhuth et al. (2016), existem
7.731 genes que apresentam GBM, aproximadamente 21% dos genes do genoma (36.349).
Usando a abordagem descrita neste estudo, 45,48% dos genes com GBM possuem ao menos
um sitio MSD avaliado. Desta forma, MS-DArT-seq, em associagdo com nosso protocolo
computacional, representa uma alternativa interessante e custo-efetiva para o estudo desse

fenomeno biologico em plantas.

5.3 METILACOES DO DNA IDENTIFICADAS E COMPARACAO
ENTRE AS AMOSTRAS AVALIADAS

53.1 COMPARACAO DOS PERFIS DE METILACAO ENTRE AS AMOS-
TRAS AVALIADAS

Nao foi possivel observar uma grande diferenciacao entre os perfis de metilacao
de cada amostra. De fato, conforme o esperado, em se tratando de amostras do mesmo
geno6tipo coletados simultaneamente das mesmas arvores e, portanto, submetidos as mesmas
condigoes ambientais, a grande maioria das metilagoes detectadas foram comuns as trés
amostras avaliadas, embora existam pequenos conjuntos de citosinas metiladas especificas
em cada uma das amostras. Essas diferencas, provavelmente, refletem modificagoes nos
padroes de metilagao relativas aos processos de desenvolvimento e diferenciacao celular.
Essa hipotese é reforcada pela observagao do maior compartilhamento de metilagoes do

DNA entre as amostras foliares do que entre estes e o xilema.

Em relagao aos TEs metilados, nao é possivel observar diferencas relevantes entre
as amostras com relacao as classes de TEs (Figura 19). Além disso, é importante notar
que a amostragem e definicdo dos sitios MSD nao aparenta viés de sele¢ao relacionado
as classes de transposons (teste qui-quadrado) sendo, portanto, adequada para utilizagao
em plantas, cujos genomas sao enriquecidos nestes elementos. Contudo, comparando TEs
metilados ao conjunto total de TEs do genoma, algumas classes de TEs sdo menos (LARD
e MITE) ou mais (HELITRON, LINE e TEs aninhados, Nested TFEs) representadas nas
amostras do que o esperado (Figura 20). Com a capacidade de amostragem desta técnica,
nao é possivel afirmar se estes resultados sao um indicio de que existem diferengas na
regulagdo da metilacdo para cada classe de TEs em E. grandis. Igualmente, nao é possivel
generalizar esta observagiao para outras espécies. Contudo, estas sao questoes interessantes

que podem ser abordadas futuramente em estudos mais abrangentes.

Devido ao alto compartilhamento de metilagoes entre as amostras, também foi
observada alta similaridade entre os conjuntos de genes que contém ao menos uma metilagao

do DNA detectada (Figura 21). Nesse sentido, embora existam termos GO enriquecidos
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para os diferentes conjuntos de genes, de maneira geral, estes sao relacionados com processos
bioldgicos basicos, nao refletindo fungoes especificas que possam ser relacionadas com os

papéis bioldgicos das diferentes amostras (Tabela 5).

5.4 COMPARACAO COM OUTRAS METODOLOGIAS PARA DE-
TECCAO DE METILACAO DO DNA USANDO NGS

Outras abordagens associando a utilizacao de enzimas de restricdo sensiveis a
metilagao e NGS tém sido relatadas na literatura. Ambos Marsh, Cottrell e Goldman
(2016) e Chwialkowska et al. (2017) relataram a detecc¢ao de metilagdes do DNA a partir da
digestao do DNA utilizando a enzima Hpall, seguida pelo sequenciamento dos fragmentos
gerados. Em ambos os casos, foram desenvolvidas metodologias de andlise que utilizam o
pacote edgeR para a analise comparativa entre as contagens de fragmentos obtidas em
amostras distintas, ou grupos de amostras, determinando assim a presenca ou auséncia de
metilagoes. Adicionalmente, Mayne et al. (2018) desenvolveram o pacote de analise msgbsr,
implementado em R, que se propoe a realizar a analise de dados de sequenciamento de
bibliotecas de fragmentos gerados a partir da digestdo do DNA com enzimas de restricao
sensiveis a metilacao, em uma abordagem também dependente da utilizacdo do pacote

edgeR.

Contudo, até o momento, as metodologias apresentadas diferem da abordagem
utilizada neste estudo, principalmente, em relagdo a forma de determinacao das metilagoes
do DNA. Enquanto as demais metodologias apresentadas dependem da comparacgao entre
diferentes grupos amostrais para a detecgao das metilagbes do DNA, na metodologia de
analise desenvolvida neste estudo e baseada no sequenciamento MS-DArT-seq, a detecgao
das metilagoes do DNA pode ser inferida diretamente pela comparacao entre as bibliotecas
Pstl-Mspl e Pstl-Hpall, permitindo a detecgdo de milhares de metilacoes do DNA em cada
amostra, de forma independente da comparacao entre grupos, desde que sejam realizadas

réplicas bioldgicas.
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Neste estudo, foi elaborado um protocolo computacional para deteccao de metilagoes
de DNA a partir de dados produzidos com a tecnologia MS-DArT-seq (Methylation Sensitive
DArT sequencing). Além da deteccao das metilagoes do DNA, caso exista um genoma de
referéncia para a espécie avaliada, o protocolo analitico desenvolvido permite também a
contextualizacao genomica dessas metilagoes a partir da utilizagao da anotagao de genes e
elementos transponiveis, caso estas estejam disponiveis para o genoma. Utilizando essas
trés amostras de Fucalyptus grandis, foi possivel demonstrar que a técnica MS-DArT-seq
possui grande reprodutibilidade entre as réplicas bioldgicas, além de permitir a amostragem
de milhares de sitios de metilagdo do DNA a um baixo custo e com grande acuracia, como
demonstrado pela comparacao com BS-seq. Além disso, uma miriade de testes estatisticos
foram aplicados visando a caracterizacao dos dados gerados por essa metodologia para

que o protocolo seja confiavelmente aplicado em outros estudos.

Ao todo, foram avaliados mais de 30 mil sitios de metilagao do DNA e, aproxima-
damente, 6 mil metilagoes foram identificadas. A caracterizacao genomica das metilacoes
identificadas demonstrou a existéncia de um viés de amostragem da técnica MS-DArT-
seq, que promove um forte direcionamento para amostragem de sitios de metilagdo em
regides génicas, sendo esta uma caracteristica interessante para estudos direcionados ao

entendimento da regulacao epigenética da expressao génica.

Devido ao custo acessivel da técnica, associado a capacidade de amostragem de
milhares de sitios no genoma, essa abordagem ¢é particularmente interessante para a
aplicacao em estudos com grande niimero de amostras, como estudos populacionais. Dessa
forma, espera-se que o protocolo de analise apresentado neste estudo seja utilizado para a
avaliacao dos perfis de metilagdo do DNA em outras espécies, bem como em delineamentos
experimentais mais complexos, contribuindo assim para o desenvolvimento do campo da

epigenética.
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CAPITULO 2! - PADROES DE METILACAO
DE DNA EM CLONES ELITE DE Eucalyptus
PLANTADOS EM AMBIENTES
CONTRASTANTES.

L Os resultados descritos neste capitulo encontram-se também publicados na forma de artigo cientifico
no periédico Forest Ecology and Management (https://doi.org/10.1016/j.foreco.2020.118319), como
demonstrado na Figura 22.
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6 INTRODUCAO

H& muito tempo geneticistas buscam o entendimento dos processos que permitem
a adaptacao de organismos aos desafios impostos pelo ambiente. Dentre estes processos,
a plasticidade fenotipica é um dos mais intrigantes, cujas bases genéticas e moleculares
nao sao completamente compreendidas. Esta pode ser definida como a capacidade de um
mesmo genotipo de produzir diferentes fenétipos dependendo das condigoes ambientais na
quais ele se encontra ou se desenvolveu (PIGLIUCCI; MURREN; SCHLICHTING, 2006).
Atualmente, o estudo da variacao epigenética é uma das muitas abordagens aplicadas para
o estudo deste fenémeno (HUANG et al., 2017).

Em teoria, a modulacao da expressao génica em resposta a presenca de sinais
externos, ou como parte do desenvolvimento do organismo, poderia ser desencadeada
por alteragoes reversiveis na estrutura da cromatina, como pela adi¢do ou remocao de
metilacao do DNA e modifica¢oes de histonas, sem contudo haver mudanga na sequéncia
de bases (NIEDERHUTH; SCHMITZ, 2017; ECKER et al., 2018). Dessa forma, sugere-
se que o “epigenoma”, definido como o conjunto dessas modificagoes nao relacionadas
com a alteragao da sequéncia de DNA contida no genoma, funcione como uma camada

intermedidria de comunicagdo entre o genoma e o meio ambiente (ECKER et al., 2018).

Sendo as plantas organismos sésseis, a capacidade de adaptacao rapida e de forma
sustentavel é fundamental para a sobrevivéncia frente a estresses bidticos e abidticos,
especialmente, em um cenario de mudanca climatica. Diversos exemplos sugerem que a
regulagao epigenética, provavelmente, contribua com a capacidade de adaptacao em curto
prazo das plantas em face a estresses ambientais (PECINKA; ABDELSAMAD; VU, 2013;
CORTLIO et al., 2014; SECCO et al., 2015; WIBOWO et al., 2016; SCHMID et al., 2018).

Jéa a longo prazo, o ganho de caracteristicas adaptativas pelo acimulo de mutagoes
¢é particularmente vantajoso em espécies de vida longa, como as espécies florestais. O
acimulo de mutagdes com potencial adaptativo ¢ ainda mais favorecido em espécies que
produzem um grande nimero de sementes e com baixo nivel de dispersao, aumentando
a probabilidade de ocorréncia de mutagoes que, selecionadas pelas condi¢coes ambientais
locais, poderao ser herdadas pelas geragoes futuras (HERMAN et al., 2014; PLATT et al.,
2015). Nesse sentido, uma vez que citosinas metiladas sofrem mutagao mais frequentemente
do que nao metiladas, estas traduzem-se em um aumento das taxas mutacionais que é
diretamente relacionado a fatores epigenéticos e pode estar envolvido na adaptacao local
(PLATT et al., 2015).

Estudos epigenéticos em populagoes naturais ou grupos de individuos geneticamente

distintos enfrentam um desafio de diferenciar efeitos causados pela epigenética e a propria



88 Capitulo 6. INTRODUCAO

variacao genética (LATZEL et al., 2013; DUBIN et al., 2015; SCHMID et al., 2018; SU et
al., 2018). Parte da metilagdo do DNA estd relacionada, ou é controlada, pela variagao
genética em genes que controlam as vias responsaveis pelo estabelecimento e manutencao
da metilacgdo do DNA (PECINKA; ABDELSAMAD; VU, 2013). No entanto, uma parcela
das metilagbes do DNA sao independentes da variacao genética (SCHMITZ et al., 2013) e
pode estar relacionada com processos adaptativos em plantas, representando, portanto,

um relevante aspecto da variagao biolégica a ser estudada.

Os efeitos das marcas epigenéticas na adaptacao as condi¢cdes ambientais, resisténcia
a estresses bidticos e abidticos vém sendo estudados por varios grupos em diferentes
espécies, incluindo organismos modelo como Arabidopsis thaliana (JIANG et al., 2014;
KOOKE et al., 2015; KELLER; LASKY; YI, 2016; GANGULY et al., 2017; SCHMID
et al., 2018), espécies cultivadas (RAZA et al., 2017; SPRINGER; SCHMITZ, 2017) e
espécies florestais (CI et al., 2016; LAFON-PLACETTE et al., 2018; SU et al., 2018;
BROECK et al., 2018). Evidéncias do papel adaptativo das metilagbes do DNA sao
também encontradas em iniciativas mais amplas, como o 1001 metilomas de Arabidopsis
(1001 Arabidopsis DNA methylomes) que demonstrou que os niveis de metilagdo do DNA
em elementos transponiveis de diferentes populagoes apresentam correlagdo positiva com a
latitude e niveis de precipitacao, e correlagao negativa com temperaturas mais elevadas
(KAWAKATSU et al., 2016). Mudangas na metilagido do DNA foram também associadas
com préaticas agrondmicas e coordenadas geogréaficas no cultivo de uva ( Vitis vinifera),
permitindo inclusive o uso dessas marcas para inferéncia sobre a qualidade de uma regiao
para produgao de vinho (XIE et al., 2017b; XIE et al., 2017a). Adicionalmente, metilacao
do DNA apresenta o potencial para ser utilizada como biomarcador para a avaliacao de
estresses ambientais (FEIL; FRAGA, 2012).

Devido ao papel central das espécies florestais na manutencao de diversos biomas,
diversos estudos tém sido realizados visando o entendimento da influéncia de fatores
ambientais na capacidade adaptativa desses organismos (BRAUTIGAM et al., 2013; CT et
al., 2016; GUGGER et al., 2016). Espécies do género Populus estao entre as mais estudadas
e diversos estudos tém reportado mudancas no epigenoma em resposta a fatores ambientais,
como a disponibilidade de dgua (GOURCILLEAU et al., 2010; RAJ et al., 2011; LAFON-
PLACETTE et al., 2018), biodisponibilidade de fésforo (SCHONBERGER et al., 2016) e
estresse salino (SU et al., 2018). Em Fucalyptus grandis, recentemente, foi demonstrado o
papel funcional de regides de cromatina aberta e de modificagoes de histonas na regulacao
génica (BROWN et al., 2019). Além disso, foi demonstrada a regulagao epigenética pela
indugdo e/ou remogao de metilagdo do DNA em plantas da espécie Fucalyptus globulus
submetidas a condigoes de deficit hidrico seguido por reidratagdo (CORREIA et al., 2016)),
usando a técnica MS-RAPD (methyl sensitive random amplified polymorphic DNA.

Mais recentemente, Champigny et al. (2020) demonstraram que, em populacoes de
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Populus balsamifera, é possivel o uso de epigenomas para a estimar caracteres fenotipicos.
Embora seja tecnicamente factivel a obtencdo de miltiplos metilomas completos para
qualquer organismo, o alto custo associado torna essa abordagem ainda impraticavel para
um grande niimero de espécies para as quais os recursos financeiros sao escassos. Desta
forma, muitos estudos dependem da aplicagao de técnicas que sejam financeiramente
acessiveis, a despeito do menor poder amostral. MS-DArT-seq, descrita detalhadamente
no Capitulo II e em Pereira et al. (2020), é uma tecnologia que se enquadra neste perfil,

sendo adotada na investigacao descrita neste capitulo.

Neste estudo, a metodologia MS-DArT-seq, combinada com a metodologia de
analise descrita no Capitulo II, foi aplicada para a avaliagao do padrao de metilacao de
milhares de sitios ao longo do genoma em Fucalyptus. O material vegetal foi cedido pelo
programa TECHS (Tolerance of Fucalyptus Clones to the Hydrous and Thermal Stresses
), cujo desenho experimental permitiu a comparagao dos mesmos gendtipos plantados
em diferentes localidades, com diferentes condigbes ambientais (BINKLEY et al., 2017;
BINKLEY et al., 2020), minimizando os efeitos confundidores relacionados ao background
genético. Ao todo, foram avaliados os perfis de metilacao de duas amostras, folhas e xilema,
em duas réplicas de cinco clones elite por ambiente. Além da comparacao geral dos perfis de
metilagao entre clones e ambientes, analises foram conduzidas visando identificar se existe
associacao entre as metilagoes do DNA identificadas e caracteres fenotipicos associados ao

crescimento.



OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Comparacao dos perfis de metilacdo de DNA em clones de Fucalyptus plantados

em diferentes ambientes, com relevante contraste de temperatura e regime hidrico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificacao dos perfis de metilagao de DNA de duas amostras vegetais, folhas e
xilema, em cinco clones elite de Fucalyptus, plantados em duas localidades com

ambientes contrastantes.

e Comparacao dos perfis de metilagdo de DNA de cada clone entre ambientes e entre

clones no mesmo ambiente.

e Verificar se existem metilagoes de DNA especificas de cada ambiente, ou seja,

detectadas em todos os clones plantados em um mesmo ambiente.

e Caracterizagao do contexto genomico das metilagoes de DNA identificadas.
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Figura 23 — Fluxograma representando as etapas do estudo conduzido para a geragao dos resultados descritos neste capitulo.
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7 MATERIAL E METODOS

7.1 MATERIAL VEGETAL

7.1.1 CLONES SELECIONADOS PARA O ESTUDO

Neste estudo, foram avaliados os perfis de metilagdo de cinco gendtipos (clones)
de eucaliptos, quatro hibridos interespecificos derivados do cruzamento entre Fucalyptus
grandis e Eucalyptus urophylla e um de espécie pura (Fucalyptus urophylla). Esses gendtipos
foram propagados via clonagem e plantados em sitios experimentais que fazem parte do
programa TECHS (Tolerance of Eucalyptus Clones to the Hydrous and Thermal Stresses)
(BINKLEY et al., 2017; BINKLEY et al., 2020). Um aspecto relevante é que esses sao
clones comerciais amplamente utilizados por empresas florestais. Foram aqui codificados
como Al, B2, D4, E5 e Q8, seguindo nomenclatura adotada pelo programa TECHS
e apresentada em Binkley et al. (2020). Os cinco clones utilizados neste estudo foram
selecionados dentre os clones TECHS por serem hibridos de E. grandis, espécie que possui
genoma de referéncia, e E. urophylla, espécie mais proxima filogeneticamente de E. grandis,

pertencente a mesma se¢ao Latoangulatae no sugbgénero Symphyomyrtus.

Para este estudo, foram coletadas amostras de duas arvores de cada clone, duas
réplicas bioldgicas, com idade aproximada de 3 anos e meio em cada ambiente. Os mesmos
cinco gendtipos tiveram amostras de folha e xilema coletadas em dois ambientes com

caracteristicas climaticas distintas, nomeados como seco e chuvoso.

7.1.2 AMBIENTES EXPERIMENTAIS

Dois ambientes contrastantes foram selecionados para este estudo, sitio TECHS ‘30’
(seco) e TECHS ‘22’ (chuvoso), seguindo a numeragao descrita em Binkley et al. (2020).
O ambiente chuvoso é localizado no estado de Minas Gerais (Bocaiuva, 17°6° 557 sul,
4849’ 167 oeste) e o seco no estado do Parana (Telémaco Borba, 2/°19° 287 sul, 50° 36’
597 oeste). A precipitacdo anual média no sitio chuvoso é de 1.435 mm e de 1.181 mm no
ambiente seco. Contudo, a caracteristica mais marcante é que o ambiente seco apresenta
uma temporada de seca que pode prolongar-se por até 5 meses. Ainda, o ambiente chuvoso
apresenta médias menores para a temperatura anual (18,9 °C versus 21,4 °C), indice de

seca (0,615 versus 0,921) e potencial de evapotranspiragao anual (883 versus 1.088).
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7.2 MS-DArT-seq PARA DETECCAO DE METILACOES DO DNA

A deteccao das metilagdes do DNA nos genomas dos clones selecionados foi realizada
usando a metodologia MS-DArT-seq. Apés a extragao do DNA, as amostras foram enviadas
para a empresa DArT (Canberra, Austréalia) que realizou o preparo das bibliotecas e o
sequenciamento NGS. Apos o recebimento das sequéncias, o método computacional descrito
no Capitulo II foi aplicado para a deteccao das metilagoes do DNA. Para uma descricao
completa do métodos, veja as sessoes 3.2, 3.3, 3.4 e 3.5 do Capitulo II. Uma ampla descrigao

das caracteristicas dos dados gerados por MS-DArT-seq estd também disponivel em Pereira
et al. (2020).

7.3 ANALISES ESTATISTICAS E DE ASSOCIACAO ENTRE AS
METILACOES DO DNA IDENTIFICADAS E CARACTERES
FENOTIPICOS RELACIONADOS COM O CRESCIMENTO

Apés a identificagao das metilagoes do DNA, andlises estatisticas foram aplicadas
visando a descricao dos dados obtidos para os caracteres fenotipicos mensurados em cada
clone e ambiente. Andlises adicionais foram aplicadas para avaliar se existe associa¢ao

entre as metilagoes do DNA identificadas e os caracteres fenotipicos nos clones avaliados.

Testes estatisticos foram implementados na linguagem R usando pacotes que
fazem parte da instalacdo padrao do programa. O pacote FactoMinerR! (LE et al.,
2008) foi utilizado para a andlise de MCA (Multiple Correspondence Analysis). Usando o
pacote ggstatplot?, testes T de Student (Student’s t-test) foram aplicados para realizar
a comparacao entre as medidas fenotipicas de cada clone nos sitios seco e chuvoso. Para
comparar as medidas dentro de cada ambiente, testes ANOVA foram realizados seguidos
por testes t de Student aplicados par-a-par. Todos os p-valores foram corrigidos para
multiplos testes aplicando se o procedimento de Benjamini-Hochberg (FDR - false discovery

rate).

Para identificar se sitios metilados poderiam ser significativamente associados com
os caracteres fenotipicos relacionados com o crescimento, especificamente altura (m),
didmetro a altura do peito (cm) e volume (m?), foi aplicado um método baseado em

modelos mistos de fatores latentes (latent factor mized models) e implementado no pacote
R LFMM2? (CAYE et al., 2019).

cran.r-project.org/web /packages/FactoMineR/
https://indrajeetpatil.github.io/ggstatsplot/
3 https://bem-uga.github.io/lfmm /index.html
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https://indrajeetpatil.github.io/ggstatsplot/
https://bcm-uga.github.io/lfmm/index.html
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7.4 DISPONIBILIDADE DE DADOS E REPRODUTIVIDADE DAS
ANALISES

Dados gerados pelo sequenciamento MS-DArT-seq, e necessarios para reproduzir
este estudo, estdo disponiveis no sitio Figshare: <https://doi.org/10.6084/m9.figshare.
11782203>. As andlise foram executadas usando programas com c6digo aberto (open-source)
e scripts elaborados em R ou Python para este estudo. Todos os passos da anélise foram
coordenados e executados usando o gerenciador de fluxos de trabalho Snakemake (K6STER;
RAHMANN, 2012). O cédigo utilizado e os arquivos de configuracdo do Snakemake estao
disponiveis no sitio GitHub: <https://github.com/wendelljpereira/techs _ms_dart_seq>.

Além da disponibilizacio do cédigo, um aplicativo grafico usando o pacote Shiny*
foi criado para facilitar a visualizagao e interpretacao dos dados. Neste aplicativo, é possivel
comparar as metilagbes do DNA entre clones e entre localidades, visualizar os resultados
das andlises estatisticas, explorar a anotacao génica, bem como realizar a analise de
enriquecimento de termos do Gene Ontology® utilizando diferentes conjuntos de genes que
contém metilagdo do DNA identificadas neste estudo. O aplicativo esta também disponivel

em <https://github.com/wendelljpereira/techs ms_dart_seq>.

shiny.rstudio.com/

5 geneontology.org/


https://doi.org/10.6084/m9.figshare.11782203
https://doi.org/10.6084/m9.figshare.11782203
https://github.com/wendelljpereira/techs_ms_dart_seq
https://github.com/wendelljpereira/techs_ms_dart_seq
https://shiny.rstudio.com/
http://geneontology.org/
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8 RESULTADOS

8.1 CRESCIMENTO DOS CLONES NOS AMBIENTES CONTRAS-
TANTES

No desenho experimental do programa TECHS, ao menos 80 arvores de cada clone
foram plantadas em cada localidade, com oito parcelas contendo 10 arvores cada. Trés
diferentes medidas de crescimento relacionadas com a produtividade foram mensuradas no
mesmo més da coleta das amostras, volume (m?), altura (m) e DAP (diAmetro na altura
do peito; cm). Estes dados estao consolidados na Figura 24, evidenciando que a localidade
influencia de forma significativa o desempenho dos clones, como observado pelas medidas

no ambiente chuvoso, em comparagao com o ambiente seco, para todos os clones (Figura
24).
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Figura 24 - Comparacgao entre o volume dos clones nos ambientes seco e chuvoso.
Em cada medigao, os menores valores foram definidos como 0 e os maiores valores como
100. “Seco” representa o sitio de plantio localizado em MG e “Chuvoso” o sitio de plantio
localizado no PR.

Além do aumento no volume, é importante observar também a mudanga no ranking
de produtividade dos clones nos diferentes ambientes. Por exemplo, o clone mais produtivo
no ambiente seco (clone A1) é apenas o quarto mais produtivo no ambiente chuvoso (Figura
24). Uma excegao a essa mudanca é o clone Q8, que apresentou a menor produtividade

nos dois ambientes avaliados.

As mudancas no ranking de produtividade indicam diferentes niveis de plasticidade
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fenotipica nesses gendtipos. As comparacoes par-a-par dos valores fenotipicos dentro
de cada ambiente demonstram que a maioria das posi¢oes dos clones no ranking de
produtividade sdo estatisticamente significativas (p-valor < 0,05), sendo estas diferengas
avaliadas pela andlise de ANOVA seguida por testes t de Student (Figura 25). Por exemplo,
no ambiente seco, o clone Al é significativamente mais produtivo do que todos os demais
clones, conforme inferido pelas trés medidas de crescimento utilizadas (Figura 25). Também
no ambiente seco, os clones B2 e Eb5 sao igualmente ranqueados como segundo lugar, de

acordo com o volume, ndo havendo diferenga significativa entre eles (Figura 25).

8.2 GERACAO DE DADOS VIA MS-DArT-seq

Neste estudo, duas amostras vegetais foram coletadas de cinco clones de Fucalyptus,
plantados em dois ambientes contrastantes. Visando a obtenc¢ao de dados para deteccao de
metilagdo de DNA, as amostras foram sequenciadas utilizando a tecnologia MS-DArT-seq

e analises com o protocolo computacional descrito no Capitulo II.

Ao todo, foram gerados mais de 246 milhdes de sequéncias (77 pb) pelo sequencia-
mento MS-DArT-seq dos clones e amostras averiguados neste estudo. Apds o controle de
qualidade e mapeamento no genoma de referéncia (E. grandis), 60,32% das sequéncias
mapearam em uma Unica posicao genomica e foram utilizadas para a determinacao dos
sitios de metilagdo (nomeados como sitios MSD), bem como para a determinagao das
contagens de cada sitio MSD nas duas bibliotecas de sequenciamento (Pstl- Hpall/Mspl)
de cada clone e tecido. Um total de 90.378 sitios MSD foram identificados e tiveram as
contagens determinadas para cada biblioteca MS-DArT-seq. Ademais, existe uma alta
reprodutibilidade entre as contagens obtidas para as réplicas biologicas, de acordo com
coeficiente de correlagdo de Pearson, (p=0,973+0,017). A distribuigao dos sitios MSD ao
longo do genoma de referéncia (E. grandis) demonstra que eles estao distribuidos ao longo
dos 11 cromossomos, conforme demonstrado na Figura 26. Uma vez que nem todos os
sitios MSD foram amostrados em todos os clones e localidades, optou-se por excluir aqueles
com dados faltantes, permitindo assim a comparacao fidedigna dos perfis de metilacao.
Apos essa filtragem, 18.569 sitios MSD foram selecionados para folha e 12.885 selecionados
para o xilema. Interessantemente, a grande maioria dos sitios identificados nas amostras

de xilema, 99,1%, foram também identificados nas amostras de folhas.

8.3 DISTRIBUICAO DAS METILACOES DO DNA ENTRE CLO-
NES

Um total de 4.627 sitios metilados foram identificados nos cinco clones de Eucalyptus

utilizados neste estudo, excluindo a redundéancia entre amostras. Na Figura 27, sao
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Figura 25 — Comparacgao entre a produtividade dos clones em um mesmo am-

biente. Para cada caractere fenotipico, volume (A), altura (B) e DAP (C), foi realizada

a analise de variancia (ANOVA) seguida por testes t de Student aplicados par-a-par. A
esquerda estao representadas as comparagoes no ambiente seco e a direita, as comparagoes
no ambiente chuvoso. Em cada comparagao, ns (ndo significativo) corresponde a p-valor >

0.05; *** a p-valor < 0.001; **, a p-valor < 0.01 e *, a p-valor < 0.05.
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Figura 26 — Distribuicao dos sitios MSD ao longo dos cromossomos do genoma
de referéncia de (E. grandis).

demonstradas as comparagoes entre os sitios metilados verificados em cada localidade, para
cada clone. Embora a maioria dos sitios metilados sejam comuns a ambos os ambientes,

existem sitios metilados especificos para cada ambiente e clone (Figure 27).

Foi também realizada a comparacao entre clones no mesmo ambiente. Essa com-
paragao foi realizada para cada tecido separadamente e é demonstrada nas Figuras 28
e 29. Para ambos as amostras foi verificada uma importante parcela de sitios metilados
compartilhados por todos os clones em cada ambiente. Além disso, a maioria dos sitios
metilados foi compartilhada por dois ou mais clones. Contudo, foram também encontrados
conjuntos de sitios metilados especificos para cada clone nas duas amostras investigadas
(Figuras 28 e 29). Em particular, no xilema, um clone (Q8) destacou-se devido ao grande

numero de metilacoes especificas no ambiente seco, com 763 metilagdes identificadas.

8.4 ANOTACAO FUNCIONAL DOS GENES CONTENDO SITIOS
METILADOS

Como demonstrado no Capitulo II e em Pereira et al. (2020), uma caracteristica
intrinseca da deteccao das metilacoes do DNA via MS-DArT-seq é um forte viés de sele¢ao
em favor de regices génicas devido ao uso de enzimas sensiveis a metilacao, incluindo
Pstl. O mesmo viés foi verificado para o grupo de metilagoes identificadas nos cinco clones

avaliados neste estudo. A grande maioria dos sitios metilados estao localizados em genes
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Figura 27 — Frequéncia de sitios metilados por clone em cada local de plantio de
acordo com o tecido avaliado (folhas e xilema). Em amarelo, estao representados
os sitios metilados que ocorrem especificamente no ambiente seco e, em verde, os sitios
metilados exclusivos do ambiente chuvoso.

(69,83%), predominantemente em éxons. Interessantemente, elementos transponiveis, que
ocupam uma regiao muito maior do genoma do que os genes, contribuiram com apenas
10,35% dos sitios metilados identificados. Distribui¢oes similares foram verificadas para

todos os clones e amostras, sendo apresentadas na Tabela 6.

Uma vez que conjuntos de metilagoes do DNA especificos para clone e ambiente
foram identificados e verificou-se que grande parte dessas metilagoes estao localizadas
em genes, optou-se por conduzir andlises visando determinar se esses conjuntos de genes
metilados apresentam funcionalidades especificas que poderiam ser associadas com os
caracteres fenotipicos verificados para cada clone. Para cada conjunto de genes metilados,
realizou-se a anotacao funcional seguida pela andlise de enriquecimento de termos do Gene
Ontology (termos GO). Embora alguns conjuntos de termos GO tenham sido considerados
enriquecidos para alguns clones e/ou amostras, a maioria deles representa processos

biolbgicos basais e optou-se por nao apresenta-los.

8.5 METILACOES DO DNA ASSOCIADAS AO AMBIENTE

O fato de que a maioria de metilagoes de DNA detectadas foram compartilhadas
entre os genotipos indica a possibilidade de que estas sejam derivadas de uma resposta
ambiental que independe do background genético. Para avaliar essa hipétese, foi realizada

a busca por sitios MSD que sejam metilados em todos os clones especificamente em um
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Figura 28 - Comparacgao entre todos os sitios metilados detectados nas amostras
de folha de cada clone em cada sitio experimental. Nesta representacao, as barras
pretas demonstram o ntimero de sitios metilados que sao exclusivamente compartilhados
pelos clones sendo comparados, representados pelos pontos pretos conectados na parte
inferior de cada grafico. As barras cinzas na lateral direita dos graficos demonstram o
nimero total de sitios metilados detectados em cada clone. Os heatmaps localizados a
esquerda de cada grafico demonstram a produtividade de cada clone no ambiente seco
(grafico superior) e chuvoso (grafico inferior) inferida pelo volume (m?).
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Figura 29 - Comparacao entre todos os sitios metilados detectados nas amostras
de xilema de cada clone em cada sitio experimental. Nesta representacao, as barras
pretas demonstram o ntimero de sitios metilados que sao exclusivamente compartilhados
pelos clones sendo comparados, representados pelos pontos pretos conectados na parte
inferior de cada grafico. As barras cinzas na lateral direita dos graficos demonstram o
numero total de sitios metilados detectados em cada clone. Os heatmaps localizados a
esquerda de cada grafico demonstram a produtividade de cada clone no ambiente seco
(gréafico superior) e chuvoso (grafico inferior) inferida pelo volume (m?).
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Tabela 6 — Distribuicao dos sitios metilados em cada clone de acordo com o
contexto genémico.

Classe Subclasse Sitio TECHS Al B2 E5 Q8 D4

Seco - MG 283 184 247 393 293
Chuvoso - PR 407 283 251 294 319
Seco - MG 965 714 907 1.347 1.036
Chuvoso - PR 1.328 1.014 863 1.070 1.120
Seco - MG 1.248 898 1.154 1.740 1.329
Chuvoso - PR 1.735 1.297 1.114 1.364 1.439

Seco - MG 102 45 101 136 100
Chuvoso - PR 193 72 81 107 116
Seco - MG 30 19 22 40 35

intron ou UTR
Genes Exon

Total

Intron or UTR

TEs Intergenes Chuvoso - PR 44 32 20 25 34
Total Seco - MG 132 64 123 176 135
Chuvoso - PR 237 104 101 132 150
. Seco - MG 8 6 6 8 9
Sobreposicao entre TEs e genes Chuvoso - PR 11 3 6 7 9
- . . Seco - MG 179 51 63 100 73
Anotagoes aninhadas TEs aninhados Chuvoso - PR 110 64 62 77 73
Total Seco - MG 78 57 69 108 82
Chuvoso - PR 121 72 68 84 87
Intergenes Intergenes e fora de TEs Seco - MG 179 108 141 230 173

Chuvoso - PR 320 141 134 185 197

ambiente. Por exemplo, sitios MSD que foram detectados como metilados no ambiente

seco e nao metilados no sitio chuvoso e vice-versa.

Tanto para as amostras de folha quanto de xilema, nao ha casos de metilagoes que
ocorram em todos os clones e que discriminem os dois ambientes. Mesmo apds relaxar
a busca de metilagbes ocorrendo em quatro ou trés clones, nao foi possivel identificar
nenhum sitio metilado especifico para um ambiente. Somente quando os clones sdo compa-
rados par-a-par, é possivel identificar conjuntos de sitios MSD com perfis de metilagao
contrastantes entre os ambientes, como apresentado na Figura 30. Por exemplo, 27 sitios
sao compartilhados pelos clones A1l e B2 e possuem estado de metilacao diferente entre os

dois ambientes (Figura 30).

Em seguida, a anélise de correspondéncias miltiplas (MCA), que é similar & PCA,
mas desenvolvida para dados categéricos ao invés de continuos (HUSSON; LE; PAGES,
2017), foi aplicada para verificar como os gendtipos e ambientes influenciam os perfis
de metilagdo detectados. Como apresentado na Figura 31, os resultados demonstram
que os genotipos se agrupam de forma independente do ambiente. Indicando assim que,
possivelmente, o background genético influencia substancialmente a ocorréncia de metilagoes
de DNA identificadas por MS-DArT-seq nos clones e amostras avaliadas neste estudo
(Figura 31).

Além disso, usando as metilagoes investigadas no xilema, a analise de MCA de-
monstra que o agrupamento também reflete a produtividade dos clones. Por exemplo, os

dois clones menos produtivos no ambiente seco, Q8 e D4 estao localizados no quadrante
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Figura 30 — Comparagoes par-a-par dos sitios metilados ambiente-especificos.
Os nimeros dentro de cada circulo representam a quantidade de sitios metilados com-
partilhados pelo par de clones em um ambiente e que possuem o estado de metilacao
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inferior direito enquanto os clones mais produtivos, E5 e B2, estao localizados no quadrante
superior direito (Figura 31). Também chama a atengdo o maior distanciamento entre as
amostras do clone Al nos ambiente seco e chuvoso. Quando comparado ao observado para
os outros clones, verifica-se que a distancia entre as amostras deste clone é maior do que
dos demais. Esse fato é interessante porque este é o clone que apresenta a mudanga mais
intensa no ranking de produtividade, sendo o clone mais produtivo no ambiente seco e

apenas o quarto mais produtivo no ambiente chuvoso (Figura 24).

Para folhas, a relacao entre a separacao dos clones no grafico MCA e as medidas
de produtividade é menos clara. Contudo, é também possivel observar o agrupamento dos
clones mais produtivos no ambiente seco, clones Al e E5, no quadrante inferior direito da

Figura 32.

8.6 ASSOCIACAO ENTRE SITIOS METILADOS E CARACTE-
RES FENOTIPICOS RELACIONADOS COM CRESCIMENTO

A partir da observacao obtida pela analise de MCA, de que o status de metilagao
dos sitios MSD pode estar relacionado a caracteres fenotipicos, decidiu-se aplicar uma

analise de associacao entre gene e ambiente (GEA, gene-environment association). Os 4.627
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Figura 31 — Andlise de correspondéncias miltiplas (MICA) dos sitios MSD iden-
tificados nas amostras de xilema. No eixos Y e X estao as porcentagens da variancia
explicada. Os rétulos representam o nome dos clones, local de plantio e o estado de
metilagao do sitios MSD. A escala de cores representa a porcentagem da contribuicao de
cada amostra para a variancia explicada.

sitios metilados nao redundantes amostrados em todos os clones foram utilizados para
detectar associagbes entre as marcas epigenéticas e as medidas dos caracteres fenotipicos

relacionados com crescimento (volume, altura e DAP), usando o pacote LFMM2.

Um total de 445 sitios metilados foram significativamente associados (p-valor <
0,01) com um ou mais dos trés caracteres fenotipicos avaliados (Figura 33-A, 33-C, 33-D e
Figura 35-A), quando consideradas as amostras de folha. Deste total, 242 foram associados
com o volume, 418 com a altura e 68 com DAP (Figura 35-A). Vérios dos sitios metilados
foram associados com mais de um caractere fenotipico, incluindo 188 (42,25%) que foram
associados com volume e altura e 27 (6,1%) que foram associados com os trés caracteres
fenotipicos. Adicionalmente, parte dos sitios metilados foram associados exclusivamente

com um caractere fenotipico, sendo 27 associados com o volume (6,1%) e 162 com a altura
(36,4%).

Considerando o xilema, um ntimero menor de sitios metilados foi associado com os
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Figura 32 — Andlise de correspondéncias miultiplas (MICA) dos sitios MSD iden-
tificados nas amostras de folha. No eixos Y e X, estao as porcentagens da variancia
explicada. Os rétulos representam o nome dos clones, local de plantio e o estado de
metilagdo do sitios MSD. A escala de cores representa a porcentagem da contribuicao de
cada amostra para a variancia explicada.

caracteres fenotipicos avaliados, um total de 312 sitios metilados. Destes, 20,19% foram
associados com o volume, 78,21% com a altura e 39,42% com DAP (Figura 35-B). Contudo,
o nimero de sitios associados com os trés caracteres fenotipicos foi maior neste tecido do
que o verificado para folhas, 55 comparado aos 27 associados aos trés caracteres fenotipicos
para folhas. Novamente, conjuntos de sitios metilados especificamente associados com um
dos caracteres fenotipicos foram identificados, sendo 60,6% exclusivamente associados com
a altura e 19,2% com DAP.

8.6.1 ANALISE FUNCIONAL DOS SITIOS METILADOS ASSOCIADOS
COM MEDIDAS DE CRESCIMENTO

A partir dos sitios metilados associados com as medidas de crescimento, foi possivel
identificar os genes onde esses sitios se localizam. Para verificar se existem grupos de genes

envolvidos em processos biolégicos correlatos sendo alvo de metilagao, foi realizada uma
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Figura 33 — Sitios metilados significativamente associados com volume (A e B),
altura (C e D) e DAP (E e F) considerando o tecido foliar. A, C e E demonstram
as distribuigdes dos sitios significativamente associados (p-valor < 0.01) ao longo dos
11 cromossomos de E. grandis. B, D e F apresentam o status de metilagao dos sitios
significativamente associados com os caracteres fenotipicos nos dois ambientes avaliados.

analise de enriquecimento de termos GO usando este conjunto de genes considerando as

amostras separadamente.

Alguns termos foram considerados enriquecidos para o conjunto de genes contendo
as marcas significativas em ambos as amostras. Para amostras de folha, os termos atividade
de hidrolases e GTPases (GO:0043547, GO:0051345 e GO:0043087), regulagao positiva da
fung¢ao molecular (GO:0044093) e histogénese do floema ou xilema (GO:0010087) aparecem
como enriquecidos no conjunto de genes contendo metilagoes associadas a volume. J& os
termos Golgi vesicle budding e Golgi vesicle transport (GO:0048193 e GO:0048194) foram

enriquecidos para altura. Nenhum termo foi enriquecido no conjunto de genes contendo os
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Figura 34 — Sitios metilados significativamente associados com volume (A e B),
altura (C e D) e DAP (E e F) considerando o tecido foliar. A, C e E demonstram
as distribuigoes dos sitios significativamente associados (p-valor < 0.01) ao longo dos
11 cromossomos de E. grandis. B, D e F apresentam o status de metilacdo dos sitios
significativamente associados com os caracteres fenotipicos nos dois ambientes avaliados.

sitios metilados associados com DAP.

Considerando os dados para xilema, um termo enriquecido, cytoskeletal protein
binding (GO:0008092), foi verificado no conjunto de genes contendo os sitios metilados
associados aos trés caracteres fenotipicos. Um termo, helicase activity (GO:0004386), foi
associado a altura. A analise foi também realizada para termos associados unicamente a
altura, que representam mais de 60% do conjunto total, e trés termos foram enriquecidos
para esse conjunto de genes, helicase activity (GO:0004386), phospholipid-translocating
ATPase activity (GO:0004012) e phospholipid transporter activity (GO:0005548).
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A) Volume Altura B) Volume Altura

DAP DAP

Figura 35 — Diagramas de Venn demonstrando a comparagao entre os conjuntos
de sitios metilados significativamente associados (p-valor < 0.01) com os trés
caracteres fenotipicos avaliados neste estudo (volume, altura e DAP). Em A)
sao mostrados os conjuntos do tecido foliar e em B, os do xilema.
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9 DISCUSSAQ

Neste capitulo, buscou-se abordar os seguintes questionamentos:

1. Dada uma mesma planta crescendo em duas localidades com ambientes distintos,

existem alteracgOes epigenéticas consistentemente detectaveis?
2. Este conjunto de alteragoes é consistente entre diferentes individuos?

3. Estes padroes epigenéticos podem ser utilizados como indicadores para explicar

diferengas fenotipicas?

Para tanto, utilizou-se um desenho experimental delineado no contexto do projeto
TECHS (Tolerance of Eucalyptus Clones to the Hydrous and Thermal Stresses) (BINKLEY
et al., 2017; BINKLEY et al., 2020), que dispunha de clones de arvores do género Eucalyptus,

plantados em ambientes contrastantes quanto ao regime hidrico.

Neste contexto, dispondo de casos onde o mesmo background genético foi crescido
em duas condigoes climaticas distintas, buscou-se investigar a emergéncia de diferentes

padroes epigenéticos por clone, em uma amostra de individuos nao relacionados.

Para tanto, adotou-se a metodologia MS-DArT-seq para investigar metilagao de
DNA em milhares de sitios gendémicos em cinco clones de eucaliptos, plantados em dois
ambientes contrastantes. Ao todo, 4.627 sitios metilados foram identificados, incluindo
conjuntos de sitios metilados especificos para cada clone e ambiente. Contudo, nao foi
possivel identificar um padrao discriminatério de metilagao associado com a variagao
ambiental e que nao esteja interligado com os gendtipos dos clones avaliados. Dessa forma,
as alteragoes na metilagdo observadas utilizando-se a técnica MS-DArT-seq aparentam ser

fortemente gendtipo dependentes.

Existe um crescente acimulo de evidéncias demonstrando que o background ge-
nético é um dos principais fatores direcionando a variagao epigenética (STUART et al.,
2016; VIDALIS et al., 2016; UNDERWOOD; HENDERSON; MARTIENSSEN, 2017).
Especialmente na espécie de crescimento anual Arabidopsis thaliana, a variagdo epigenética
aparenta seguir padroes genéticos subjacentes (DUBIN et al., 2015; KAWAKATSU et al.,
2016; MENG et al., 2016). Contudo, essas observacoes ndo podem ser generalizadas para
outras espécies, uma vez que tanto o genoma quanto a estrutura epigenética de Arabidopsis
sao considerados atipicos dentre as espécies vegetais (MIROUZE; VITTE, 2014; ALONSO
et al., 2015; VIDALIS et al., 2016; RICHARDS et al., 2017b). Por exemplo, Arabidopsis

thaliana possui um genoma pequeno e com menor propor¢ao de elementos transponiveis
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do que demais organismos modelo como medicago, soja e arroz, dentre outras espécies

investigadas.

Além disso, ocorréncias de variacao epigenética independente de variacao genética
tém sido reportadas em espécies cultivaveis como milho (XU et al., 2019) e soja (SHEN et
al., 2018) e em espécies florestais como Quercus lobata (GUGGER et al., 2016) e Populus
balsamifera (CHAMPIGNY et al., 2020). Dessa forma, a relevancia dos fatores epigenéticos
sobre a variacao fenotipica deve ser investigada para cada espécie, buscando distinguir-se

a participagao dos componentes genéticos e epigenéticos.

Como esperado, todos os cinco clones investigados apresentaram produtividade
consideravelmente menor no ambiente seco em comparagdo com o chuvoso. Adicionalmente,
as medidas dos caracteres relacionados ao crescimento revelaram significativa diferenca no
desempenho dos clones investigados de acordo com o ambiente (Figura 24), evidenciando os
diferentes niveis de plasticidade fenotipica desses clones e a forte interagao com os diferentes
ambientes. Portanto, os clones selecionados representam material biologico adequado para
investigar os padroes gerais de alteracoes epigenéticas e, possivelmente, identificar sitios

metilados associados com os caracteres fenotipicos relacionados ao crescimento.

Com a aplicagao de analises multivariadas para testar a associagdo entre os sitios
metilados e as medidas dos caracteres fenotipicos relacionados ao crescimento, foram
identificados 445 sitios metilados associados com ao menos um dos caracteres e dispersos
ao longo dos 11 cromossomos do genoma de referéncia. E importante ressaltar que os
caracteres fenotipicos mensurados neste estudo sao fortemente correlacionados (p > 0,8 no
ambiente seco e p > 0,65 no ambiente chuvoso) podendo enviesar as andlises estatisticas.
Neste caso, esperaria-se que a maioria dos sitios significativos fossem associados aos
trés caracteres fenotipicos. Contudo, uma grande parte dos 445 sitios significativos foi
associado apenas a um dos caracteres fenotipicos mensurados. Por exemplo, 36,4% dos
sitios metilados foram associados unicamente a altura considerando-se as amostras de

folhas e 60,6%, considerando o xilema.

Nao foi possivel identificar grupos de metilagoes ambiente especificos (Figura 30).
[gualmente, nao se estabeleceu padroes bem definidos entre metilacao e os niveis de
produtividade dos clones avaliados. Essa auséncia de padroes claros é consistente com
o observado em estudos aplicando GWAS (genome-wide association study) e predigao
gendmica para a investigacdo de caracteres complexos relacionados ao crescimento. As
evidéncias acumuladas sugerem que esses caracteres sao controlados por um grande
nimero de locos gendmicos com pequeno efeito sobre o caractere (RESENDE et al.,
2017; GRATTAPAGLIA et al., 2018; MULLER et al., 2019). Se os fatores epigenéticos
apresentam caracteristicas similares ao observado para os genéticos, espera-se que um
grande numero de sitios de metilagao com pequeno efeito também sejam associados aos

diferentes caracteres, dificultando sua identificacao.
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Avaliando as metilacoes verificadas em relagao a presenga em genes, foi possivel
observar que os conjuntos de genes metilados nos clones mais produtivos no ambiente
seco (Al e E5) apresentaram enriquecimento de termos GO relacionados com processos
de sinalizacdo e resposta a estimulos. A taxa de crescimento superior desses clones nesse
ambiente talvez indique um possivel cenario onde a modulacao epigenética influencie os
mecanismos de sinalizagao e resposta para superar o ambiente hostil, ao invés de atuar
diretamente nas vias metabdlicas responsaveis pelo crescimento e producao de madeira. O
papel fundamental dos mecanismos de percepc¢ao e sinalizacao na resposta das plantas
a variacao ambiental foi, recentemente, revisado por Bigot et al. (2018). Igualmente,
Kawakatsu et al. (2016) revisaram o papel da epigenética na resposta ao estresse e nos

processos de adaptacgao.

No melhoramento de espécies florestais, e, particularmente, no melhoramento de
eucaliptos, as interagoes genotipo-ambiente sdo um importante componente das praticas de
melhoramento. O entendimento da influéncia epigenética nas interagoes gendtipo-ambiente,
bem como a capacidade de selegao de epialelos envolvidos, pode beneficiar os programas de
melhoramento de cultivares e espécies florestais, onde e quando é interessante reduzir esses
efeitos, visando a geragao de gendtipos que sejam capazes de manter uma alta produtividade
em diferentes ambientes contrastantes (SPRINGER; SCHMITZ, 2017; KAWAKATSU;
ECKER, 2019; LATUTRIE; GOURCILLEAU; PUJOL, 2019). Contudo, os resultados
obtidos aqui mostram que uma abordagem metodolégica com maior amostragem, como o
sequenciamento completo do epigenoma, associada a avaliagao de um maior niimero de
individuos, deve ser necessaria para capturar tais epilalelos de pequeno efeito. O que torna

a estratégia pouco viavel em virtude dos custos.

Neste estudo, os clones investigados sao hibridos interespecificos de Fucalyptus
grandis e Fucalyptus urophylla. Em hibridos de primeira geragao (F1), frequentemente, sao
observados o aumento da heterozigose e presenga de vigor hibrido (GLOMBIK et al., 2020).
Diversos fenomenos podem ocorrer como consequéncia da hibridizacao, incluindo rearranjos
gendmicos, reativagdo e/ou amplificacio de elementos repetitivos, modificacdo nos padroes
de expressao genomica, interagoes intra-locus entre alelos, dominancia, sobredominancia
e interagoes epistaticas dos siRNAs e miRNAs (FRIDMAN, 2015; BASHIR et al., 2018;
GLOMBIK et al., 2020). Alteragoes epigenéticas também decorrem da hibridizac¢ao e podem
afetar os fendtipos e a plasticidade fenotipica. Por exemplo, divergéncias no contetudo
de pequenos RNAs nos genomas parentais podem criar alteragoes epigenéticas herdaveis
que nao sao associadas com modifica¢oes do DNA (GLOMBIK et al., 2020). Além disso,
regioes genomicas diferencialmente metiladas nos genomas parentais sao relacionadas com
a presenca de heterose nos hibridos, como demonstrado em estudos utilizando linhas puras
recombinantes epigeneticamente divergentes (epiRILs; epigenetic recombinant inbred lines)
(LAUSS et al., 2018). As epiRILs sdo linhagens (gené6tipos quase idénticos) que apresentam

divergéncias epigenéticas causadas por mutagoes pontuais em regides gendmicas cruciais
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para o estabelecimento e/ou manutengao de metilagdo do DNA.

E importante ressaltar que efeitos genéticos nio foram considerados neste estudo.
Optou-se por realizar um delineamento experimental que visou isolar potenciais efeitos
ambientais dos efeitos genéticos. Para isso, utilizou-se réplicas dos mesmos gendtipos nos
dois ambientes contrastantes e realizada a comparacao direta dos perfis de metilagdo do
DNA para cada genétipo (Figura 27) no intuito de estabelecer a relagao entre os padroes
de metilagoes e o ambiente (Figura 30). Adicionalmente, buscou-se verificar a existéncia de

associacao entre os sitios metilados e caracteres fenotipicos relacionados ao crescimento.

Os resultados indicam que os perfis epigenéticos, mensurados pelas metilacoes do
DNA detectaveis por MS-DArT-seq, sdo mais associados com o background genético dos
clones avaliados do que com as condi¢oes ambientais. Dessa forma, é possivel especular
que a plasticidade fenotipica observada decorre de fatores genéticos, incluindo os que por
ventura tenham emergido devido a hibridizacao interespecifica. Contudo, é importante
frisar que este estudo foi baseado em uma técnica de reducao gendmica e com amostragem
enviesada para regioes génicas. Dessa forma, abordagens com maior poder analitico, como
o estudo do metiloma de populagoes ao invés de individuos, sao necessarios para determinar

com exatidao o nivel de influéncia das variagoes epigenéticas sobre a plasticidade fenotipica.

Outro aspecto relevante relacionado ao uso de hibridos neste estudo ¢é o fato de
ter-se disponivel apenas o genoma de F. grandis como referéncia durante a etapa de
mapeamento das sequéncias. O uso deste genoma provavelmente cria um viés de selecao,
favorecendo regioes herdadas do parental E. grandis em detrimento de regices altamente
divergentes herdadas do parental E. urophylla, que nao mapeiam no genoma de referéncia.
Uma vez que ainda nao existe um genoma com alta qualidade de E. urophylla disponivel,
nao é possivel investigar esse viés em potencial ou a intensidade com que ele afetaria
a amostragem de regidoes gendmicas oriundas de FE. urophylla. Porém, sugere-se que a
selecao preferencial de regioes com sequéncias altamente conservadas entre as espécies
ocasiona uma subamostragem de metilagoes ocorrendo em alelos especificos do genoma
de E. urophylla afetando as analises de associagao entre sitios metilados e os caracteres
fenotipicos relacionados ao crescimento, negligenciando uma fracdo das metilagoes do DNA

que, potencialmente, respondem as alteragoes ambientais.
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CONCLUSAQO

Modulagao epigenética é frequentemente sugerida como um mecanismo capaz de
promover alteragoes fenotipicas em resposta a ocorréncia de estresses bidticos e abidticos.
Neste estudo, observou-se que, em clones de Fucalyptus, existe uma forte correlagdo entre

a diversidade epigenética e background genético.

Uma questao relevante no estudo da contribuicao epigenética na variagao fenotipica
¢ a necessidade de ampla amostragem dos sitios passiveis de metilacdo em um grande
numero de amostras, gerando assim poder estatistico suficiente para determinar mesmo
efeitos pequenos. Dessa forma, os achados descritos neste estudo devem ser considerados
nao como uma resposta definitiva em relacdo ao efeito da metilacado do DNA sobre
a plasticidade fenotipica, mas sim como uma indicacdo de que estudos mais amplos,
incluindo maior nimero amostral, bem como envolvendo uma ampla diversidade de
locais e condi¢oes ambientais sao necessarios para o entendimento completo dos aspectos

epigenéticos relacionados aos processos adaptativos.



CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados verificados neste trabalho evidenciaram a capacidade de deteccao
de metilacao de DNA em amostras de plantas a partir do sequenciamento MS-DArT-seq,
combinado com protocolo computacional analitico desenvolvido no contexto deste estudo.
Adicionalmente, a metodologia desenvolvida é capaz de identificar perfis de metilagao

especificamente associados a genotipos, bem como diferentes amostras vegetais.

Verificou-se ainda que metilagdes de DNA em clones de Fucalyptus plantados em
ambientes com condigdes ambientais variadas possuem metilacdo de DNA especificamente
detectadas em cada ambiente. Contudo, determinou-se que os perfis epigenéticos verificados

possuem forte relacdo com o background genético.

O codigo que constitui o protocolo de analise desenvolvido foi depositado em
repositorios de acesso publico e esta disponivel para livre utilizagdo. Dessa forma, espera-se
que os resultados descritos auxiliem no entendimento da influéncia epigenética na resposta
as variagoes ambientais em arvores, especialmente nas espécies do género Fucalyptus, bem
como que os protocolos desenvolvidos possam ser implementados por outros grupos de

pesquisa, auxiliando o avango deste campo de estudo.
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