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Introducao

O termo “epigenética” foi criado por Conrad H. Waddington, nos anos de 1940, referindo-se
a0 estudo da acdo conjunta de genes, pertencentes a determinado gendtipo, na determinagdo do fenotipo
(WADDINGTON, 1942). Foi inicialmente concebido para abranger aspectos relativos ao que chamamos
atualmente de “biologia do desenvolvimento”. O primeiro a usar o termo “epigenética” com sentido proximo
a0 atual foi Lederberg, ao descrever a informagdo genética ndo contida na sequéncia do DNA (LEDERBERG,
1958). A primeira descrigdo das modifica¢des quimicas do DNA e da cromatina como processos “epigenéticos”
¢ encontrada em Holliday (1979). A descoberta do envolvimento da metilagio no controle da expressao génica
de amplas regides gendmicas permitiu o reconhecimento desse processo como um dos principais mecanismos
da epigenética (LEWIN, 1998). Em plantas, a fungdo de pequenos RNAs (do inglés, small RNA — sSRNA)
como determinantes da especificidade para o estabelecimento de modificagdes epigenéticas foi demonstrada
em um conjunto de estudos de virologia e engenharia genética conduzidos a partir dos anos de 1970 (BOND;
BAULCOMBE, 2014). Atualmente, os avangos tecnoldgicos permitiram a associagéo dos SRNAs a manutengao
dos padrdes transgeracionais de metilagdo, determinagdo de fendtipos herdaveis em resposta a estresses ¢ na
interacdo entre genomas em hibridos e poliploides (GROSZMANN ez al., 2013).

O principal paradigma da genética ¢ a correspondéncia entre as variagoes herdaveis encontradas
nos individuos e as diferencas nas respectivas sequéncias de DNA, sugerindo que os fenotipos transmitidos
para as geragdes futuras sdo decorréncia direta da sequéncia de DNA. Atualmente, se aceita que os estados
epigenéticos exercem papel adicional como fonte de variabilidade fenotipica. As evidéncias mais recentes
demonstram que fatores genéticos e epigenéticos atuam simultaneamente, com predominancia da genética,
para controlar a variabilidade herdavel, a adaptagdo e a evolugdo das plantas superiores.

A epigenética refere-se as alteragdes na expressdo génica € no fenotipo celular, transmitidas de
forma estavel durante a mitose €, ou, meiose, sem a ocorréncia de modificagdes na sequéncia subjacente de
DNA. Nessas situacdes, as alteracdes na atividade dos genes sdo decorrentes de modificagoes quimicas no
proprio DNA ou na cromatina, como metilagdo de residuos de citosina e acetila¢do de histonas (Figura 45.34).

As alteracdes quimicas que causam as marcas epigenéticas podem ser acrescentadas e removidas,
assim um gene afetado por estados epigenéticos estara presente em formas distintas, denominadas epialelos,
que correspondem a sequéncia ndo modificada, a sequéncia silenciada por marcas epigenéticas e a forma
reativada pela remogao das marcas.

Mecanismos moleculares envolvendo pequenos RNAs sdo responsaveis pela transmissdo dos
estados epigenéticos entre as geragdes em plantas superiores (Figura 45.34). O RNA, que exibe alteragdes
em sua expressio em resposta a fatores endogenos e exdgenos, tem fungdo central no controle dos estados
epigenéticos, intermediando as respostas do genoma estdvel as condigoes variaveis do ambiente.

Para a conservacdo de recursos fitogenéticos ¢ importante distinguir a plasticidade fenotipica
reversivel da variacdo epigenética. Estados epigenéticos dependentes de dado contexto gendmico podem
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ser considerados uma consequéncia direta da variabilidade genética. Assim, a conservagao da variabilidade
genética também contribui para a manuten¢@o de marcas epigenéticas. Para espécies de propagagio clonal,
maior importancia tem sido atribuida a variagdo epigenética nos processos adaptativos em relagdo aquela
nas espécies de reproducio sexual (VERHOEVEN; PREITE, 2013). Na reprodugdo assexual, a frequéncia
de remocdo de marcas epigenéticas ¢ menor, devido a auséncia da meiose, predispondo a um aumento na
contribuicdo da variabilidade epigenética herdavel na determinagdo do fenotipo (VERHOEVEN; PREITE,
2013). A possibilidade de regulagdo da expressdo de genes pela introdugdo ou remogdo de modificagdes
bioquimicas nos mecanismos epigenéticos pode contribuir com entendimento da herdabilidade de caracteres
quantitativos e fendmenos de interagdo génica (GROZSMANN et al., 2013; SPRINGER, 2013). A regulagéo
epigenética também pode representar o mecanismo pelo qual ¢ possivel transmitir a influéncia do ambiente
para células-filha ou para a progénie.

Neste texto serdo discutidos os fatores que desencadeiam as alteragdes epigenéticas, 0s mecanismos
moleculares envolvidos em seu estabelecimento, manutengdo e remog¢do, e as implicagdes na conservagio de
recursos fitogenéticos.
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Figura 45.34 - Resumo das principais caracteristicas da genética e da epigenética. Na genética, ocorrem muta-
¢des herdaveis (tridngulo preto) na sequéncia do DNA. Na epigenética, ocorrem modificagdes
quimicas no DNA e das histonas (Met, metilagdo e Mod, outras alteragdes bioquimicas, como
acetilacdo, desacetilagdo, glicosilagdo, ubiquitinagio etc.), agdo de fatores de remodelagem
da cromatina (remod), ocupagio de octdmeros por variantes das histonas (Var) e produgéo de
RNAs ndo codificadores.

Mecanismos Epigenéticos

No sentido mais amplo, a informagao epigenética ¢ aquela responsavel pela variabilidade fenotipica
ndo explicada por diferengas na sequéncia do DNA. Os mecanismos moleculares considerados efetores das
alteracdes epigenéticas incluem as proteinas metaestaveis (prions), metilacio de bases nitrogenadas no DNA,
modificacdes na cromatina e populagdes de sRNAs (BOND; BAULCOMBE, 2014; HALFMANN et al.,
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2010. Metilacdo do DNA

Em plantas, a alteragdo epigenética mais frequente ¢ a adicdo e remoc¢do de grupos metil na
extremidade 5’de residuos de citosina no DNA, convertendo-a em 5-metilcitosina (5mC). Os residuos de
citosina podem ser metilados em trés tipos de sequéncia: CG, CHG e CHH, em que H pode representar A, C,
ou T. Nas sequéncias simétricas CG e CHG, a metilacdo pode simplesmente ser copiada durante a replicac¢io
do DNA, enquanto nas sequéncias CHH, nio simétricas, a metilacdo tem que ser reestabelecida a cada novo
ciclo de replicagdo do DNA (SAHU et al., 2013). ’

A metilagdo pode ocorrer em residuos de citosina localizados nas regides dos promotores e nas
sequéncias codificadoras dos genes e, frequentemente, leva a redugdo na atividade génica. Maiores informagdes
estdo apresentadas em Sahu et al., 2013 ¢ Vanyushin e Ashapkin, 2011.

As enzimas que catalisam a transferéncia de residuos metil para 0 DNA pertencem a categorias
funcionalmente distintas: metiltransferasel (MET1), cromometilase 3 (CMT3) e metilase com dominios
rearranjados (DRM) (Figura 45.35.a). A atividade da MET1 esta preferencialmente associada & manutencio
da metilagao simétrica das citosinas CG (SAHU et al., 2013). A enzima CMT3 ¢ responsavel pela metilagio
da sequéncia CHG, principalmente em regides centroméricas de DNA repetitivo e em elementos transponiveis
(Figura 45.35.a). A atividade DRM requer duas metiltransferases; DRM1 ¢ DRM2, que catalisam a metila¢do
de novo em ilhas CHH (Figura 45.35.a). A metila¢do de residuos de citosina no DNA vegetal ¢ essencial para a
supressdo da expressdo génica (VANYUSHIN; ASHAPKIN, 2011).

A metilagdo da extremidade 6 de residuos de adenina (6mA) também ocorre no genoma nuclear
e mitocondrial das plantas, e modificacdes em seus niveis e regulagdo causam alteragdes fenotipicas em varias
especies vegetais (VANYUSHIN; ASHAPKIN, 2011).

O grau de metilagdo do DNA nas plantas é regulado por processos fisiologicos, de desenvolvimento
e de estresse, que controlam a atividade das DNA metiltransferases e desmetilases. Enquanto a metilagio &
dependente da atividade enzimatica, a desmetilacio do DNA pode ocorrer de forma passiva, apds a replicacio,
ou ativa, pela remogéo de residuos SmC. O assunto pode ser aprofundado em Bond e Baulcombe, 2014.

Os sRNAs estdo envolvidos no controle da metilagio do DNA diri gida por RNA (RdDM,) (BOND;
BAULCOMBE, 2014). Resumidamente, os SRNAs sdo sintetizados a partir de regides de DNA metilado ou
regides com sequéncia em repeti¢des inversas, pela acdo das RNA polimerases (Pol) dependentes de RNA, PollV
e Polll, respectivamente (Figura 45.35a). Os SRNAs provenientes da a¢do da PollV sdo sintetizados na forma
de fita simples (ssRNA) e convertidos em fita dupla (dsRNA) pela a¢do da RNA polimerase 2 dependente
de RNA (RDR2). As regides de repeticdes invertidas no DNA transcritas pela Polll originam dsRNAs,
processados pela endonuclease DICER-LIKE 3 (DCL3) e pela metiltransferase HUA ENHANCER1 (HEN1),
que adiciona um grupo metil na extremidade 2°-OH do nucleotideo final na regido 3’. Os dsRNAs processados
sdo carregados aos complexos ARGONAUT 4, 6 ¢ 9 (AGO 4, 6, 9), que interagem com a subunidade maior
da PolV via repetigdes localizadas na extremidade carboxila da Nuclear RNA POLYMERASE1 (NRPE1). O
complexo proteico associado ao siRNA ¢ recrutado as sequéncias homologas de DNA, dirigindo a metilacdo
dessa regido pela DRM2 (Figura 45.35.a). Outras varia¢des da via de estabelecimento de metilacdo sdo descritas
em Bond ¢ Baulcombe, 2014,

Manutengao e Heranga da Metilacdo do DNA

As enzimas DNA metiltransferases sdo responsaveis pela copia da metilagdo para o residuo de
citosina na molécula-filha durante a replicacio do DNA em regides de sequéncia simétrica. O processo de
manutencdo das modificagdes bioquimicas associadas ao DNA envolve também as marcas epigenéticas ligadas
as proteinas histona dos nucleossomos.

A enzima metiltransferase CMT3 contém dominio capaz de se associar ao residuo de lisina
dimetilado na histona 3. A alteragio nessa proteina é catalisada por KRYPTONITE (KYP), levando a repressio
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da transcri¢do génica (BOND; BAULCOMBE, 2014). Os padrdes de metilagido nas ilhas CG sdo mantidos
pela MET1, que atua de modo independente dos SRNAs. A manuten¢ido da metilagdo em sequéncias CHH
¢ dependente da iniciagdo por SRNAs. Apds o desencadeamento do processo de manutengdo da metilagdo,
0 mecanismo € semelhante ao descrito para o estabelecimento da marca epigenética, ou seja, dependente da
atividade da enzima DRM2 e direcionado pelos sSRNAs-AGO para os complexos proteicos PolV e transcritos
alvo (Figura 45.35a).

Os mecanismos de manuten¢do dos padrdes de metilagdo sdo essenciais para a transmissio e
integridade da informagdo epigenética. Os mecanismos dependente e independente de RADM operam como
dois ciclos autoalimentados e associados pela presenga de DNA metilado (BOND; BAULCOMBE, 2014). A
transmissdo transgeracional das marcas epigenéticas requer que a condi¢do bioquimica de determinado loco
no parental seja transmitida para a progénie. A manuten¢do das modifica¢des € exclusivamente dependente do
ciclo 1, enquanto a transmissdo depende do ciclo 2 ou da operagdo conjunto dos ciclos 1 e 2 (Figura 45.35.b).

Em milho e em alguns outros organismos, a transmissdo de marcas epigenéticas pode ocorrer
pelo mecanismo alternativo de RADM denominado “paramutagido”. Na paramutag¢do, um loco produtor de
SRNA, denominado “paramutagénico”, induz a metilagio e, consequentemente, o silenciamento de um loco
homologo “paramutavel”, localizado em outro cromossomo (HOLLICK, 2012). O alelo paramutagénico b/
de milho dirige a metilacdo de um grupo de sequéncias repetitivas consecutivas numa regido potenciadora
de transcricéo, localizada a 100 quilobases (Kb) do loco-alvo no alelo paramutavel. O estado silenciado do
alelo paramutado é transmitido para a progénie e o loco adquire a competéncia para silenciar outro alelo, num
processo dependente de SRNA (HOLLICK, 2012). Na paramutacéo, ha a transmissdo das marcas epigenéticas
entre alelos (SOPPE et al., 2000). Outra particularidade da paramutagao ¢ sua dependéncia de SRNAs para a
manuten¢do do silenciamento (HOLLICK, 2012). O efeito transgeracional da paramutacdo, sua manutencdo

e as interagdes alélicas envolvidas sdo possivelmente dependentes do mecanismo representado pelo ciclo 2
(45.35.b).
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Figura 45.35 - Representacdo esquematica dos mecanismos de estabelecimento, manutengdo e transmissdo da
metilacdo do DNA em plantas. a) Modelo proposto para a metilagdo do DNA dirigida por RNA
(RdDM) nas plantas, ¢ b) Modelo autoalimentado da manuten¢@o da metilagdo do DNA nas
plantas. A descrigdo detalhada dos mecanismos estd disponivel em Bond e Baulcombe, 2014.

Modificacdes na Estrutura da Cromatina

Nos ntcleos eucaridticos, o DNA ¢é encontrado numa estrutura altamente compactada com
conjuntos de proteina, denominada cromatina. A estrutura basica da cromatina pode ser induzida a formacéo de
niveis estruturais superiores em resposta a fatores endogenos de desenvolvimento e fatores exdgenos temporais
ou ambientais (GENTRY; HENNING, 2013). O nivel de estrutura da cromatina regula a acessibilidade aos
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fatores de transcri¢do e outras proteinas responsaveis pelos processos bioldgicos do DNA, envolvidos na
expressdo e transmissao da informagéo genética.

A estrutura da cromatina ¢ controlada por mecanismos epigenéticos, como a metilagdo do DNA,
as modificagdes bioquimicas das proteinas histonas, a remodelagem da cromatina dependente de adenosina
trifosfato (ATP), a presenca de variantes das histonas e regulacido por sSRNAs (GENTRY; HENNING, 2013).
A extremidade N terminal das histonas pode sofrer varios tipos de modificagdes pds traducionais, incluindo
acetilagdo, metila¢do, ubiquitinag¢do, fosforilagdo e sumoilag¢do. Esse conjunto de modificagdes bioquimicas €
responsavel pelo armazenamento da “memoria epigenética” da célula, na forma de um “cédigo de histonas”,
que determina a estrutura da cromatina e a expressido da informacdo genética contida no DNA. Em geral, a
acetilagdo das histonas esta associada a ativag@o transcricional, enquanto a metilagdo de residuos de lisina pode
resultar em ativacdo ou repressdo transcricional, dependendo da posi¢do do residuo e do tipo de modificagao
(revisdo em YUAN et al., 2013).

A acetilagdo das histonas ¢ um processo reversivel, catalisado por histona acetiltransferases
(HATS) e desacetilases (HDACS) (revisdo em GENTRY; HENNING, 2013; YUAN et al., 2013). As histonas
também podem metiladas nos residuos de lisina e arginina, pela atividade das histona-lisina metiltransferases
(HKMTs) e proteina arginina metiltransferases (PRMTs). Os radicais metil podem ser removidos por histona
desmetilases (HDMs). As enzimas HKMT e PRMT sdo caracterizadas pela presenga do dominio SET.
Nas plantas, as proteinas com dominio SET estdo envolvidas em varios processos biologicos controlados
epigeneticamente, incluindo respostas a estresses, florescimento, determinago do destino celular, morfogénese
foliar, organogénese floral, imprinting parental e desenvolvimento da semente (revisdo em YUAN et al., 2013).

A cromatina também pode ser remodelada em processos dependentes da energia derivada de
adenosina trifosfato (ATP) (GENTRY; HENNING, 2013). Os fatores que remodelam a cromatina com o
consumo de ATP nas plantas empregam proteinas do complexo SWI/SNF. Os complexos de remodelagem da
cromatina agem em conjunto com outros grupos de proteinas com capacidade de modificagido de sua estrutura,
como o complexo POLYCOMB (GENTRY; HENNING, 2013).

As modifica¢des epigenéticas na estrutura da cromatina podem ser transientes ou estaveis. Varios
estresses bidticos e abidticos causam modificagdes temporarias na estrutura da cromatina; porém, com a remogao
do agente estressor, a arquitetura original ¢ restaurada rapidamente (PECINCKA; MITTELSTEN SCHEID,
2012). Ao contrario, algumas modificagdes na estrutura da cromatina sdo responsaveis pela “memoria celular”,
nas quais o estado modificado pode permanecer por toda a vida da planta.

Estrutura do Genoma

Na agricultura, os principais processos que tém capacidade de alterar a estrutura do genoma e,
consequentemente, afetar as marcas epigenéticas sdo a heterose (ou vigor hibrido) e a duplicagdo de genomas
completos (ou poliploidizacdo).

Heterose

A heterose ou vigor hibrido pode ser definida como a maior produtividade e biomassa da progénie
hibrida em comparag@o aos parentais. Nos hibridos, a expressdo génica ¢ regulada pelas interagdes entre os
sistemas de informacéao epigenética dos dois parentais e seus genomas. Descobertas recentes sugerem que 0s
mecanismos moleculares que controlam essas interacdes dependem de varias vias que modulam o estado de
metilacdo do DNA, afetando a expressio génica (revisdo em GROZSMANN et al., 2013). As modificagdes nas
histonas, que causam altera¢des nos padroes de expressdo génica, também podem contribuir com a regulagio
epigenética do vigor hibrido nas plantas.
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Duplicacao do Genoma Completo

Apresenca de mais de dois conjuntos cromossomicos dentro do nticleo de uma célula é denominada
poliploidia, e este fendmeno é comum no reino vegetal. Evidéncias recentes, obtidas a partir de varias linhas
de pesquisa, sugerem que 60-70% das angiospermas apresentam origem poliploide. O aumento na quantidade
de genomas por célula altera o balango entre as interagdes regulatorias e redes de controle da expressdo génica,
funcionando como agente remodelador do genoma (NG et al., 2012). As evidéncias atuais sugerem que fatores
epigenéticos contribuem com a plasticidade de regulag@o da expressdo génica, proporcionando novas vias de
diversificacdo funcional e evolugdo de caracteristicas adaptativas em poliploides.

Implicacdes da Epigenética para a Conservacao dos Recursos
Fitogenéticos

A informagdo epigenética desempenha funcdo importante na regulacdo da expressdo génica
ao longo do desenvolvimento, nas respostas ao ambiente ¢ na variabilidade natural. Portanto, as marcas
epigenéticas podem contribuir com as estratégias do melhoramento vegetal pela identificagdo e sele¢do de
estados epigenéticos mais favoraveis, desenvolvimento de novos epialelos, regulagio da expressdo de genes
exogenos e heranca ndo Mendeliana (SPRINGER, 2013).

A variabilidade genética em regides genomicas distintas daquelas em que as marcas epigenéticas
estdo localizadas também pode afetar as modificagdes bioquimicas em determinados epialelos e elementos
transponiveis. Assim, no contexto do germoplasma vegetal, as interacdes epigenéticas afetam a expressdo
de determinadas caracteristicas fenotipicas. As técnicas de conservacdo do germoplasma vegetal podem
influenciar o estado epigenético, como a alta frequéncia de variabilidade epigenética detectada em plantas
submetidas ao cultivo in vitro (revisio em MIGUEL; MARUM, 2011).

Consideracgoes Finais

A variabilidade epigenética dos recursos fitogenéticos ¢ particularmente interessante para espécies
de propagacido clonal, por permitir a exploracdo da variabilidade alélica e a formagdo de novas combinagdes
epigenéticas sem necessidade de recombinagéo.

As condi¢des epigenéticas também podem colaborar com o aumento da variabilidade em materiais
com base genética estreita ou pequena disponibilidade de germoplasma. A promog¢do da manifestagido da
variabilidade em regides gendmicas com limitagdes de recombina¢fo pode ser induzida por modifica¢des
epigenéticas, levando ao surgimento de novas combinagdes entre alelos e epialelos, mesmo na auséncia de
recombinagdo, resultando na formagfo de novos hapldtipos.

O conhecimento dos fatores epigenéticos na variabilidade disponivel nos recursos epigenéticos
pode contribuir para a identificagdo e sele¢do de epigenomas favoraveis, desenvolvimento de novos epialelos e
controle das altera¢des na expressao génica. Assim, informagdes sobre o conhecimento de aspectos basicos da
regulacio e manutencio das marcas epigenéticas no genoma vegetal podem contribuir para o desenvolvimento
de metodologias para uso e conservacdo de epigenomas.



