PROJETO ARCA

Memdria Epigenética da Semente

Pré-Analise do Estresse Materno e Progndstico para o Proximo Ciclo
Protocolo MinlON para Triagem Epigenética Antes do Plantio

PERGUNTA CENTRAL DESTE DOCUMENTO:

'"E possivel ler na semente o nivel de estresse que a planta mie
sofreu — e prever o que isso vail causar no préximo ciclo?'

RESPOSTA: Sim. O MinION 1é a meméria epigenética completa
da semente antes de ela germinar — revelando o historico
materno e o potencial da proxima geracéo.
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1. O QUE A SEMENTE MEMORIZA DA PLANTA MAE

1.1 Meméria de Estresse Transgeracional

A planta mae que sofreu estresse — seca, calor, ataque de patdgeno, déficit nutricional,
salinidade — reprograma ativamente o epigenoma das sementes que produz. Isso ndo € um
efeito colateral acidental. E um mecanismo evolutivo sofisticado chamado Meméria de Estresse
Transgeracional: a planta esta literalmente preparando a proxima geragao para o ambiente que
vai encontrar.

POR QUE A PLANTA FAZ ISSO?

Evolucdo selecionou plantas que 'avisam' seus descendentes sobre
adversidades ambientais através de marcas epigenéticas herdaveis.

Logica evolutiva:
Se EU sofri seca severa nesta parcela,
MEUS FILHOS provavelmente vdo sofrer seca também.
Logo, vale a pena pré-ativar genes de tolerdncia a seca neles
antes mesmo de germinarem.

Para o Projeto ARCA:
Sementes de variedades crioulas selecionadas em campo real
(com seca, calor, pressdao de patdgenos) carregam um patrimdénio
epigenético que sementes comerciais cultivadas em estufa nunca teréo.

1.2 As Quatro Camadas de Memodria ha Semente

Camada 1 — Metilacdo de DNA (5mC) — Lida pelo MinlON diretamente

E a marca mais estavel e mais facilmente detectavel. Regides especificas do genoma ficam
hiper ou hipometiladas dependendo do tipo, intensidade e timing do estresse materno. Cada
estresse deixa uma assinatura de metilagdo Unica — uma impressao digital epigenética do que
a planta méae viveu.

Camada 2 — Modificacdes de Histonas

As proteinas que empacotam o DNA (histonas) ficam quimicamente marcadas. H3K4me3
(metilacéo ativadora) e H3K27me3 (metilacdo silenciadora) sdo as mais relevantes. Essas
marcas determinam quais genes a plantula vai expressar nas primeiras horas apds germinar —
antes mesmo de qualquer estimulo ambiental.

Camada 3 — Small RNAs Maternos (SRNA)



A planta mae deposita na semente moléculas de RNA regulatério — siRNA (24nt) e miRNA —
que vao silenciar ou ativar genes especificos nas primeiras horas ap6s a germinacao. Sao
literalmente instrugbes pré-carregadas enviadas pela mée para o filho. O MinlON com protocolo
de sequenciamento de RNA pequeno detecta essas moléculas diretamente.

Camada 4 — Reservas Metabolicas Alteradas

A composicao de proteinas de reserva (glutelinas, prolaminas), &cidos graxos e agucares
soluveis reflete o estado fisiol6gico da planta mae. Uma planta estressada produz semente com
composicao diferente — o que influencia vigor, velocidade de germinacao e resisténcia inicial

da plantula.

1.3 Assinaturas Epigenéticas por Tipo de Estresse

Estresse Materno Assinatura na Semente Efeito Esperado na Valor para o
Préxima Geracao ARCA

Seca severa (> 30
dias)

Calor extremo (>

38°C)

Ataque de
Cladosporium

Ataque de Ralstonia

Déficit de nitrogénio

Salinidade

Estresse combinado
(seca + calor +
patégeno)

Hipometilagcdo de
DREB/LEA/RAB + acliimulo
de sRNA de tolerancia
hidrica

Desmetilacéo de
HSP70/HSP90 + ativacao
de chaperones

Hipometilag&o parcial de
PR-1/PR-2/WRKY22 se
planta sobreviveu

Hipometilacdo de
FLS2/NPR1 em
sobreviventes

Hipermetilacdo de genes de
crescimento + ativagéo de
eficiéncia N

Ativacdo epigenética de
genes SOS (tolerancia
salina)

Assinatura complexa
multifatorial

Fechamento estomatico
mais eficiente,
germinacao mais rapida
em solo seco, raizes mais
profundas

Plantula mais tolerante ao
calor, fotossintese estavel
em alta temperatura

Resisténcia induzida
precoce, resposta imune
mais rapida ao fungo

Deteccdo bacteriana mais
rapida, via SA pré-ativada

Planta mais conservadora
no uso de N — vantagem
em solo pobre

Maior tolerancia a
salinidade desde a
germinacao

Plasticidade fenotipica
ampla — mais adaptavel
a multiplas adversidades

1.4 O Efeito Hormético — O Conceito Mais Estratégico

Este é o principio mais contra-intuitivo e mais importante para o Projeto ARCA:

* % % Muito alto
— semiarido

* % % Muito alto
— Nordeste

* % Alto —
tomate

* % Alto —
tomate/solanace
as

* % Alto —
solos do
semiarido

* Médio —
solos irrigados

* % % Maximo
— RFS real



HORMESE EPIGENETICA — ESTRESSE MODERADO PRODUZ SEMENTES MAIS

FORTES

SEMENTE 'VIRGEM' (planta mde em condigcdo ideal):
Alta energia de reserva, sem marcas de estresse
Genes de tolerancia hipermetilados (adormecidos)
Resultado em campo: fragil ao primeiro estresse real
- Como uma crianca que nunca foi exposta a nada

SEMENTE 'TREINADA' (planta mde com estresse moderado e controlado):
Marcas epigenéticas de toleréancia pré-ativadas
SRNA maternos de adaptacdo depositados
Genes de defesa e tolerdncia prontos para responder
Resultado em campo: germinacdo e estabelecimento mais robustos
- Como uma crianca vacinada e exposta ao mundo real

SEMENTE 'TRAUMATIZADA' (planta mde com estresse severo e prolongado):
Genes de crescimento silenciados, metabolismo em sobrevivéncia
Vigor reduzido, germinacdo irregular
Resultado em campo: desenvolvimento comprometido
- Como uma crianca com trauma — precisa de condigdo especial

CONCLUSAO PARA O ARCA:
Variedades crioulas selecionadas em campo real do Nordeste
(com seca, calor, patogenos) produzem sementes TREINADAS
gue sementes comerciais de estufa NUNCA vdo produzir.
Isso é o patrimdénio epigenético invisivel do ARCA.



2. PROTOCOLO DE PRE-ANALISE EPIGENETICA DA
SEMENTE

2.1 Fluxo Completo

FLUXO DE PRE-ANALISE EPIGENETICA — DO ARMAZEM AO CAMPO

SEMENTE ARMAZENADA (qualquer geracdo, qualquer variedade)
|
v
EXTRACAO DUPLA (DNA + small RNA)
— DNA total: protocolo CTAB modificado (4-6h)
L— small RNA: TRIzol + precipitacdo PEG (3-4h)
|
v
SEQUENCIAMENTO MinION
— Epigenoma (metilagdo 5mC): Ligation Kit SQK-LSK114 (48-72h)
L— small RNA: Kit de RNA direto SQK-RNAGO4 (24-48h)
|
v
ANALISE BIOINFORMATICA
— Dorado + DeepPlant: mapa de metilacdo completo
— ShortStack: identificacdo e quantificagdo de SRNA
— DSS/methylKit: regides diferencialmente metiladas (DMRs)
L— Comparacdo com banco de dados ARCA (referéncia por estresse)
|
v
CLASSIFICAGCAO DA SEMENTE
— Treinada [4 - plantar em campo real
F— virgem 1. - plantar em condicdo controlada ou usar no RFS
L— Traumatizada X - investigar causa ou descartar lote
|
v
RECOMENDACAO DE MANEJO ESPECIFICA POR LOTE

2.2 Extracao de DNA e Small RNA da Semente

Extracdo de DNA — Protocolo CTAB Modificado
1. Pesar 50-100 mg de semente e moer em nitrogénio liquido até po fino
2. Adicionar 1 mL de tampao CTAB pré-aquecido a 65°C + 0,1% de beta-mercaptoetanol
3. Incubar 30 min a 65°C com agitacdo suave a cada 10 min
4. Adicionar 800 pL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) — agitar 5 min



Centrifugar 12.000g por 10 min — transferir fase aquosa

Precipitar com isopropanol gelado — centrifugar 10.000g por 15 min

Lavar pellet com etanol 70% — secar e ressuspender em 100 uL de TE buffer
Quantificar em Nanodrop: A260/A280 > 1.8 e A260/A230 > 1.5

© N o O

Extracdo de Small RNA — Protocolo TRIzol + Precipitacao PEG
9. Moer semente em nitrogénio liquido — adicionar 1 mL de TRIzol
10. Incubar 5 min temperatura ambiente — adicionar 200 pL de cloroférmio
11. Centrifugar 12.000g por 15 min a 4°C — fase aquosa para novo tubo

12. Adicionar solucdo PEG 8000/NaCl para precipitar RNA de alto peso molecular (remove
rRNA)

13. Centrifugar 12.000g por 30 min — sobrenadante contém small RNAs

14. Precipitar SRNA com etanol absoluto + acetato de sédio 3M

15. Lavar com etanol 75% — ressuspender em agua RNase-free

16. Quantificar em Bioanalyzer ou Tapestation: verificar presenca de banda em 20-25 nt

2.3 Sequenciamento MinlON

Epigenoma (metilagéo Ligation Kit SQK-LSK114  48-72h Mapa de metilacdo em

5mC) todo genoma

Small RNAs maternos Direct RNA Kit SQK- 24-48h Perfil de SIRNA/mIRNA
RNA004 depositados pela mae

Analise rapida (triagem) Rapid Kit SQK-RAD114 10 min preparo +  Screening de regifes-
24h chave em 24h
sequenciamento

2.4 Genes e Regides Prioritarias para Analise

Para uma analise de triagem eficiente, focar primeiro nas regiées mais informativas — aquelas
cujo estado de metilacdo tem maior valor preditivo:

Gene | Regiao Estresse que Indica | Hipometilado = Hipermetilado =

DREB1/DREB2 Seca e calor Planta mée sofreu seca — Mé&e sem seca —
progénie pré-adaptada progénie vulneravel em
sequeiro
LEA (proteinas) Seca e frio Tolerancia a dessecacéo Baixa protecéo contra
pré-ativada dessecacao
HSP70/ HSP90 Estresse térmico Mé&e sofreu calor — Sem histérico de calor

progénie com chaperones — pode ser fragil ao



PR-1/NPR1

FLS2 / BAK1

NRT2 / AMT1

ABI3 / DOG1

Transposons (TES)

Patégenos
(Clados./Rals.)

Bactérias (Ralstonia)
Déficit nutricional N/P
Qualidade geral da

semente

Estresse severo geral

prontos

Imunidade sistémica pré-
ativada

Detector bacteriano pronto

Eficiéncia de absorcéo
aumentada

Dorméncia adequada,
germinacao controlada

TEs ativos = instabilidade
gendmica

calor

Defesa néo preparada
— vulneravel

Planta cega para
bactérias ao germinar

Dependente de solo
fértil

Germinagao precoce
ou irregular

TEs silenciados =
estabilidade
epigenética



3. SISTEMA DE CLASSIFICACAO EPIGENETICA DE
SEMENTES

3.1 As Trés Categorias de Semente

CATEGORIA A — Semente Treinada

PERFIL EPIGENETICO:
DREB/LEA hipometilados — tolerancia a seca pré-ativada
HSP hipometilados — protecdo ao calor pronta
PR/NPR1 parcialmente hipometilados — imunidade em alerta
ABI3/DOG1 em equilibrio — dorméncia e germinacdo controladas
TEs silenciados — estabilidade gendmica preservada
SRNA maternos de adaptacdo presentes e diversificados

ORIGEM TIPICA:
Planta mde que sofreu estresse moderado (< 60% de severidade)
e sobreviveu sem colapso fisioldgico — selecdo RFS ideal

PROGNOSTICO:
Germinacdo robusta mesmo em solo seco ou quente
Estabelecimento rapido de sistema radicular
Resposta imune precoce a patogenos
Vigor igual ou superior a geracao anterior

RECOMENDAGCAO: Plantar em campo real — parcelas de sequeiro,
solo pobre, condicdes desafiadoras. E aqui que ela se destaca.

CATEGORIA B — Semente Virgem /1

PERFIL EPIGENETICO:
DREB/LEA hipermetilados — toleradncia a seca adormecida
HSP hipermetilados — protecdo ao calor ndo preparada
PR/NPR1 hipermetilados — imunidade em estado basal
Alta energia de reserva (proteinas + lipidios abundantes)
SRNA maternos limitados em diversidade

ORIGEM TIPICA:
Planta mde em condicdo ideal — irrigacdo, nutricdo plena,

sem pressao de patogenos (estufa, campo manejado intensamente)

PROGNOSTICO:



Germinagdo rapida e uniforme em condigéo ideal
Desenvolvimento vegetativo vigoroso em solo fértil
Vulneravel ao primeiro estresse real em campo aberto
Pode colapsar rapidamente em seca ou ataque de patdgeno

RECOMENDAGCAO: Usar em condigdo controlada OU como material
de entrada para protocolo RFS — ela precisa ser treinada.

CATEGORIA C — Semente Traumatizada )¢

PERFIL EPIGENETICO:
Genes de crescimento (GAs, citocininas) hipermetilados
Metabolismo em modo de sobrevivéncia
TEs parcialmente desreprimidos — instabilidade gendmica
SRNA maternos de alarme em alta concentracao
ABI3/D0OG1 desregulados — dorméncia comprometida

ORIGEM TIPICA:
Planta mde que sofreu estresse severo e prolongado (> 60%
de severidade) sem recuperacdo adequada — seca prolongada,
colapso nutricional, infestacdo severa de patdgeno

PROGNOSTICO:
Germinacdo irregular ou reduzida
Desenvolvimento lento e inconsistente entre plantas
Instabilidade fenotipica na progénie
Maior suscetibilidade a patdgenos secundarios

RECOMENDACAO: NAO plantar em lote principal. Investigar causa
do trauma, melhorar condig¢des de producdo, ou usar como
material de pesquisa para entender limites de estresse.

3.2 Scorecard Epigenético ARCA

Sistema de pontuacéo para classificacdo rapida baseada nos genes-chave analisados pelo
MinlON:

Gene Analisado Hipometilado (+2 pts) Intermediario (+1 pt) Hipermetilado
(0 pts)

DREB1/DREB2 Tolerancia seca excelente Tolerancia parcial Vulneravel a
seca



LEA proteins Protecéo dessecacdo alta Protecdo moderada Sem prote¢éo

HSP70/HSP90 Tolerancia calor pronta Tolerancia parcial Vulneravel ao
calor

PR-1/NPR1 Imunidade pré-ativada Imunidade basal Sem preparo
imune

FLS2 / BAK1 Detector bacteriano pronto Deteccao parcial Cego para
bactérias

ABI3 / DOG1 Dorméncia equilibrada Dorméncia leve Germinacao
irregular

Transposons TEs silenciados — estavel TEs parcialmente ativos  TEs ativos —
instavel

INTERPRETAGAO DO SCORECARD

PONTUACAO TOTAL (0-14 pontos):

11-14 pontos: CATEGORIA A — Semente Treinada
- Plantar em campo real, condigdes desafiadoras

6-10 pontos: CATEGORIA B — Semente Virgem |
- Plantar em condicdo controlada ou iniciar RFS

0-5 pontos: CATEGORIA C — Semente Traumatizada )¢
- Investigar lote, nédo plantar em escala

3.3 Relatério de Pré-Analise ARCA — Modelo de Output
RELATORIO EPIGENETICO DE SEMENTE — PROJETO ARCA

AMOSTRA: Milho Arca Quixada — F3 — Lote Jun/2026

ORIGEM: Parcela 7, Feira de Santana, BA

HISTORICO: Ciclo 2025/26 com seca moderada (45 dias sem chuva)
+ presenca de Cladosporium no final do ciclo

SCORECARD EPIGENETICO:

DREB1/DREB2 | Hipometilado | +2 pts
LEA proteins | Hipometilado | +2 pts

HSP70/HSP90 | Intermediario | +1 pt 1



PR-1 / NPR1 | Hipometilado | +2 pts (4
FLS2 / BAK1 | Intermediario | +1 pt
ABI3 / DOG1 | Hipometilado | +2 pts (4
Transposons | TEs silenciados | +2 pts (4
TOTAL: 12/14 pts

CLASSIFICAGCAO: CATEGORIA A — SEMENTE TREINADA 4

HISTORICO MATERNO DETECTADO:
- Seca moderada confirmada: DREB/LEA hipometilados
- Pressdo de Cladosporium detectada: PR-1/NPR1 hipometilados
- Sem historico de calor severo: HSP apenas intermediério

SRNA MATERNOS DETECTADOS:
~ miR169 (tolerancia seca): abundante [%4
- Si1RNA de genes PR: presentes
~ miR319 (crescimento): nivel normal [%4

PROGNOSTICO PARA PROXIMO CICLO:
- Germinacdo robusta em solo seco: ALTA PROBABILIDADE
- Resisténcia inicial ao Cladosporium: AUMENTADA
- Tolerancia ao calor: MODERADA — monitorar

RECOMENDACAO DE PLANTIO:
- IDEAL para parcelas de sequeiro na Bahia
- Plantar com inoculante de Bacillus (reforca PR ja ativado)

- Evitar excesso de irrigacé@o — pode diluir a adaptacdo a seca

- Re-analisar F4 apés ciclo para confirmar consolidacéo




4. APLICACOES ESTRATEGICAS PARA O PROJETO ARCA

4.1 Banco de Sementes com Passaporte Epigenético

Cada lote de sementes do ARCA passaria a ter um Passaporte Epigenético — um documento
molecular que registra o histérico materno e o potencial da proxima geracao. Isso transforma o
banco de sementes em algo muito mais rico do que um repositério genético:

PASSAPORTE EPIGENETICO ARCA — ESTRUTURA

IDENTIDADE:
Variedade:
Geracdo: F__ | safra: ____ /_
Parcela de origem: | Municipio:

HISTORICO MATERNO (lido pelo MinION):
Estresse hidrico sofrido: [ ] Nenhum [ ] Moderado [ ] Severo
Estresse térmico sofrido: [ ] Nenhum [ ] Moderado [ ] Severo
Patdgenos presentes: [ 1 Cladosporium [ ] Ralstonia [ ] Outros
Déficit nutricional: [ ] Nenhum [ TN[]JP[1]K

SCORECARD EPIGENETICO: /14 pts
CLASSIFICACAO: [ ] Treinada [ T Virgem 1 [ ] Traumatizada X

RECOMENDA(;AO DE USO:
Melhor destino:
Condicdes ideais de plantio:
Inoculante recomendado:
Alerta especial:

4.2 Combinacao Inteligente Semente x Solo

O passaporte epigenético da semente combinado com a analise metagenémica do solo de
destino permite fazer combinacdes cirlrgicas — colocar a semente certa no solo certo:

Perfil da Semente Perfil do Solo de Compatibili | Resultado Esperado
Destino dade

Treinada para seca Solo de sequeiro, baixa IDEAL Méximo aproveitamento da

(DREB/LEA umidade, semiarido memdéria epigenética

hipometilados)

Treinada para seca Solo irrigado, alta N Adaptacéo a seca pode ser
umidade SUBOTIMO  desnecesséria — vigor

reduzido



Imunidade pré-ativada
(PR/NPR1 hipometilados)

Solo com histérico de
Cladosporium/Ralstonia

"4 IDEAL

Resisténcia precoce +
microbioma supressor =
protecdo dupla

Virgem (todos genes Solo fértil, irrigado, sem 74 BOA Desempenho consistente
hipermetilados) pressao de patégenos em condi¢éo controlada
Virgem Solo de sequeiro com X RUIM Alta probabilidade de perda
presséo de patbgenos — iniciar RFS antes
Traumatizada (genes de Qualquer solo em escala X EVITAR Desenvolvimento irregular,

crescimento silenciados) produtiva perda de stand

4.3 Rastreabilidade Epigenética entre Geracoes

Com andlises sequenciais F1, F2, F3, F4, o ARCA constrGi um histérico epigenético
longitudinal de cada variedade — permitindo visualizar como o patriménio epigenético evolui ao
longo das geracgOes de selecao:

MAPA LONGITUDINAL DE MEMORIA EPIGENETICA

Variedade: Feijdo Carioca Arca — Parcela Feira de Santana

F1 (2022/23): Score 7/14 — Virgem
Sem historico de seca, PR hipermetilados
— Ciclo com seca moderada e RFS - gera F2

F2 (2023/24): Score 9/14 — Virgem/Treinada
DREB comeca a hipometilar — primeiro sinal de treinamento
- Ciclo com seca + pressao de Cladosporium - gera F3

F3 (2024/25): Score 11/14 — Treinada
DREB/LEA + PR hipometilados — memdria estabelecida
— Ciclo com seca severa + calor - gera F4

F4 (2025/26): Score 13/14 — Treinada Consolidada
Quase todos os genes-chave hipometilados
TEs silenciados — epigenoma estavel
— PUBLICACAO: evolucdo epigenética documentada em 4 geracgoes

CONCLUSAO: Cada geracdo de RFS em campo real esta
construindo riqueza epigenética mensuravel e documentavel.



4.4 Implicacoes para Distribuicao de Sementes

Agricultor / Situacao Semente Recomendada Justificativa Epigenética

Sequeiro no semiarido,  Categoria A treinada para DREBJ/LEA hipometilados — pronta para
sem irrigacao seca sobreviver a seca

Irrigado com historico Categoria A com PR/FLS2 Imunidade bacteriana pré-ativada +

de Ralstonia no solo hipometilados microbioma supressor

Novo agricultor, solo Categoria B (virgem) + Evitar colocar semente traumatizada em
desconhecido andlise de solo antes situacgédo incerta

Pesquisador / Protocolo = Categoria B ou C para Material com genes adormecidos — maior
RFS novo iniciar treinamento potencial de melhoria

Banco de germoplasma  Categoria A consolidada Méaxima riqueza epigenética — preservar

/ conservacao F4+ patrimdnio adaptativo



5. CUSTOS, CRONOGRAMA E PUBLICACOES

5.1 Custo de Pré-Analise por Lote

Item Custo (USD) Observacao

Extracdo DNA + sRNA por lote $50-80 Reagentes CTAB + TRIzol

Flowcell R10.4.1 (epigenoma) $500-700 1 flowcell pode analisar até 12
amostras com multiplexing

Kit SQK-LSK114 (epigenoma) $150 Por run de sequenciamento

Kit SQK-RNAQ04 (small RNA) $200 Por run de RNA direto

Analise bioinformatica (EPI2ME + $0-100 Gratuito para pesquisa

ShortStack)

Custo por lote com multiplexing (12 $80-120 Dividindo custo da flowcell entre 12

amostras) amostras

Custo por lote sem multiplexing (1 $900-1.050 Para andlise isolada urgente

amostra)

5.2 Cronograma de Implementacao

Fase Periodo Atividade Resultado
Desenvolvimento Més 1-6 Sequenciar 50 sementes de Banco de dados de

do banco de variedades ARCA em diferentes assinaturas epigenéticas
referéncia geragbes — criar perfis ARCA

epigenéticos de referéncia para
cada estresse

Validagéo do Més 4-9 Comparar scorecard epigenético Scorecard calibrado para

scorecard com performance real em campo variedades crioulas da
— validar poder preditivo Bahia

Implementagdo do  Més 7-12 Analisar todos os lotes do banco Banco de sementes com

passaporte de sementes ARCA — emitir rastreabilidade molecular
passaportes epigenéticos completa

Servico para Ano 2+ Oferecer analise pré-plantio para Receita para

agricultores rede ARCA — R$80-120 por lote sustentabilidade + dados
com multiplexing para publicacao

5.3 Publicacdes Cientificas Potenciais

Titulo Potencial Periédico Alvo _

Transgenerational Epigenetic Plant Cell (ASPB) IF12.1
Memory of Drought and Pathogen



Stress in Brazilian Heirloom Crop
Seeds

Pre-Planting Epigenetic Profiingasa  Nature Plants IF 18.0
Predictive Tool for Crop Performance
in Tropical Agroecosystems

Hormetic Epigenetic Programming in Molecular Plant IF12.1
Participatory Crop Breeding:

Evidence from Four Generations of

RFS Selection

Small RNA-Mediated Maternal Stress  Plant Journal IF 6.2
Memory in Crioulo Seeds: A MinlON-
Based Atlas
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