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FERRAMENTAS DE ENSINO DA BIOLOGIA VEGETAL™: NOTAS PARA AS AULAS TEÓRICAS 

 

Introdução à Regulação Epigenética de Genes 

A regulação epigenética é o processo pelo qual a atividade de um gene é modulada através de 
modificações covalentes do DNA, de histonas associadas ao DNA, ou da organização estrutural da cromatina em 
que está inserido. A utilização do termo regulação epigenética exige explicitamente que o estado do gene seja 
passível de ser herdado, ou seja, que possa ser estavelmente transmitido através de um ou mais ciclos mitóticos. 
Os mecanismos de regulação epigenética, muito provavelmente surgiram como mecanismos de defesa do 
genoma perante DNAs “parasitas”, transposões e vírus, mas os mecanismos epigenéticos também têm uma 
função importante ao nível da regulação da expressão de genes cruciais ao desenvolvimento e à resposta a fatores 
ambientais. Estudos genéticos têm identificado vias moleculares de modificação da cromatina e DNA subjacentes 
aos processos de regulação epigenética tendo as ferramentas de caracterização genómica revelado que têm uma 
presença universal e um papel crucial na regulação funcional do genoma. O DNA eucariótico está enrolado em 
torno de octâmeros de histonas altamente conservadas, uma estrutura proteica constituída por duas moléculas 
de cada uma das quatro histonas. O complexo histonas/DNA é denominado por nucleossoma. Os nucleossomas 
são empacotados uns sobre os outros de vários modos englobando proteínas adicionais que, no seu conjunto 
constituem a cromatina. A cromatina apresenta-se muito compactada durante a mitose tornando-se mais 
descompactada durante a interfase. Os estudos citogenéticos clássicos permitiram identificar regiões 
cromossómicas denominadas de heterocromatina que permanecem relativamente compactadas durante a 
interfase. A heterocromatina é constituída principalmente por DNA não-génico incluindo os centrómeros, regiões 
repetitivas em torno dos centrómeros (regiões pericentroméricas), cromatina ribossómica, elementos repetitivos 
e transposões. A eucromatina consiste em regiões ricas em genes que são menos compactadas sendo por isso 
mais acessíveis à transcrição. O DNA e as histonas na heterocromatina possuem modificações específicas de 
silenciamento. No seu conjunto, estas modificações (denominadas de marcas epigenéticas) estão associadas a 
uma forte compactação da cromatina resultando na repressão transcricional nessas regiões. As marcas 
epigenéticas também regulam alguns genes na eucromatina, em particular os envolvidos em transições críticas do 
desenvolvimento. 

 

MARCAS EPIGENÉTICAS 

Metilação do DNA 

A metilação do DNA é uma marca epigenética importante em muitos organismos, incluindo as plantas. As DNA 
metiltransferases estão envolvidas na adição covalente de grupos metilo a citosinas, marcando assim o DNA sem 
interferir com o emparelhamento entre bases. A metilação do DNA silencia a expressão de genes interferindo com 
a ligação de complexos proteicos responsáveis pela transcrição (geralmente referidos, no seu conjunto, como 
maquinaria transcricional). As plantas possuem três tipos de DNA metiltransferases com diferentes especificidades 
de alvo e de funções. A METILTRANSFERASE 1 (MET1) mantém a metilação ao nível dos locais simétricos 5’-CG-3’ 
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durante a replicação do DNA num processo que envolve a cópia de informação da cadeia molde para a cadeia 
sintetizada de novo. Os alvos da MET1 são principalmente transposões silenciados e heterocromatina, mas a MET1 
também mantém as marcas ao nível de alguns genes “imprinted” incluindo o MEA, descrito abaixo. A 
CROMOMETILASE 3 (CMT3) metila sequências ao nível 5’ -CNG-3 ‘ e pode iniciar a metilação de novo do DNA em 
sítios com determinadas modificações de histonas. A “METILTRANSFERASE1 COM DOMÍNIOS REARRANJADOS” 
(DRM1) e DRM2 são proteínas intimamente relacionadas, com papel redundante ao nível da metilação de 
sequências não simétricas CHH (em que H pode ser um A, C, ou T). Estas sequências metiladas podem perder 
informação em cada ciclo de replicação do DNA, dado que uma cadeia molde não tem a citosina metilada. 
Portanto, as DRM1 e DRM2 requerem informação quanto aos alvos, que muitas vezes deriva da via de pequenos 
RNAs de interferência (siRNA). As CMT3, DRM1, e DRM2 são essencialmente necessárias ao nível da regulação da 
expressão de genes endógenos (ao contrário dos transposões), especialmente aqueles cuja mudança de atividade 
está associada a transições cruciais no desenvolvimento. É necessário que ocorra a mutação tripla destas três 
metilases para que seja possível detetar anomalias ao nível do desenvolvimento, indicando alguma redundância 
funcional das CMT3, DRM1 e DRM2.  

 

Modificações das histonas  

Nos nucleossomas, os monómeros histónicos expõem as caudas N-terminal, que estão sujeitas a 
modificações covalentes por ação de enzimas modificadoras das histonas. A acetilação das histonas pelas 
acetiltransferases de histonas está geralmente associada a um estado mais ativo da cromatina (isto é, a níveis 
mais elevados de transcrição); inversamente, a desacetilação de histonas está geralmente associada a um 
silenciamento transcricional de genes. A metilação de histonas pela ação das metiltransferases de histonas pode 
contribuir tanto para a ativação como para o silenciamento de genes, dependendo da posição da marca de 
metilação. A posição e a natureza das modificações das histonas e as consequências dessas modificações 
constituem no seu conjunto o código das histonas. As marcas das histonas são abreviadas e incluem o nome da 
histona, a posição da marca, e a natureza e número de marcas. Por exemplo, a marca epigenética H3K27me3 
corresponde a uma trimetilação da Lis-27 (K) da histona H3. A H3K27me3 é uma marca de silenciamento 
conservada, principalmente ao nível de genes eucromáticos regulados pelo desenvolvimento. Outros exemplos de 
modificações de histonas bem conservadas incluem a H3K9me, geralmente associada a heterocromatina ou a 
genes silenciados, e a H3K4me que está associada a genes ativamente transcritos. 

Existem muitos genes que codificam enzimas de modificação de histonas, e as funções específicas de cada 
um não estão completamente caracterizadas. A formação da marca H3K27me3 está intimamente associada à ação 
de um complexo proteico constituído por múltiplas subunidades com atividade de metiltransferase de histonas, o 
PRC2 (Complexo Repressivo Polycomb). Para além da formação da marca H3K27me, as plantas e os animais 
diferem na forma como é mediado o silenciamento de genes através do PRC2. Em animais, a marca H3K27me3 é 
depositada ao nível da histona 3 via Polycomb (PC), uma proteína com um cromodomínio que interfere com a 
transcrição através de um mecanismo ainda desconhecido. As plantas não codificam um ortólogo Pc, mas sim “de 
tipo HETEROCROMATINA1” (LHP1), que é também uma proteína com um cromodomínio e que parece funcionar 
similarmente no que diz respeito à sua ligação à H3K27me3 estando envolvida na manutenção do silenciamento 
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de genes. Na regulação epigenética da vernalização a manutenção do estado silenciado do FLC após a vernalização 
requer a ação do complexo PRC2 e da LHP1. 

As modificações das histonas afetam diretamente a estrutura do nucleossoma. Por exemplo, a acetilação 
das histonas enfraquece a atração entre o DNA e histonas, afrouxando a estrutura da cromatina facilitando assim 
o acesso da RNA polimerase. As modificações das histonas facilitam também as interações entre nucleossomas e 
outras proteínas não histónicas promovendo ou interferindo com a transcrição.  

Algumas histonas têm variantes conservadas que afetam a expressão de genes. Por exemplo, a histona 2A 
tem uma variante, H2A.Z, que difere da H2A ao nível da região C-terminal. No seio dos nucleossomas, o complexo 
SWR1/SRCAP pode substituir a H2A pela H2A.Z. Esta substituição histónica está associada a elevados níveis de 
transcrição, possivelmente via inibição da metilação do DNA. A reativação da expressão do FLC durante a 
embriogénese requer a incorporação da variante H2A.Z nos nucleossomas perto do promotor do FLC. A presença 
da variante H2A.Z ao nível dos nucleossomas tem sido considerada importante na perceção de alterações ao nível 
da temperatura ambiental e mediação transcricional em resposta à temperatura e ainda ao nível da regulação da 
imunidade da planta. Existem três variantes da histona H3. O estabelecimento e manutenção dos centrómeros 
requerem a incorporação da variante específica centromérica CENH3. A H3.3 está associada a regiões com 
elevados níveis de expressão génica, enquanto a H3.1 está associada a regiões silenciadas do ponto de vista 
transcricional. 

 

REGULAÇÃO EPIGENÉTICA DE PROCESSOS AO NÍVEL DA PLANTA  

Regulação epigenética de transposões e elementos repetitivos 

Uma fração considerável da maioria dos genomas (incluindo o humano) deriva de transposões. Muitas destas 
sequências derivadas de transposões não têm a capacidade de transposição ou de serem transcritas devido à 
presença de mutações acumuladas, mas outras são mantidas inertes apenas devido à existência de mecanismos 
epigenéticos de silenciamento. O DNA da maioria dos transposões é extensivamente metilado ao nível das bases 
CG; Esta é a forma de metilação do DNA mais estavelmente herdada dada a relativa simplicidade da sua 
manutenção, essencialmente através da atividade da MET1, durante a replicação do DNA. A DIMINUIÇÃO NA 
METILAÇÃO DO DNA (DDM1) é uma ATPase remodeladora da cromatina sendo também necessária à supressão da 
ativação de transposões. Nos mutantes ddm1, a perda de função ddm1 leva a diversos fenótipos anormais e 
instáveis causados pela ação mutagénica de transposões ativados, resultando ainda num fenótipo mais dramático 
quando existe a dupla mutação ddm1met1. O silenciando do conjunto completo de transposões no genoma 
requer a ação concertada das CMT3, DRM1 e DRM2 e das vias de metilação do DNA mediadas pelo RNA.  

Só muito recentemente começamos a perceber a importância dos pequenos RNAs de interferência 
(siRNAs) na manutenção da metilação do DNA e no silenciamento de transposões. Os transcritos gerados pela 
RNA Polimerase II ou IV da região pericentromérica são convertidos em RNAs de cadeia dupla por uma 
RNA-polimerase dependente de RNA sendo subsequentemente clivados em pequenos RNAs de interferência 
(siRNAs) por ação de proteínas do tipo dicer. Estes siRNAs, quando ligados a proteínas ARGONAUTE (AGO), 
interagem com transcritos produzidos pela RNA polimerase V para dirigir as metilases DRM para as regiões 
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pericentroméricas, levando à metilação do DNA e silenciamento transcricional. Este mecanismo constitui uma 
forma robusta e específica de silenciamento de transposões, elementos repetitivos e genes, conforme descrito 
abaixo. 

Regulação Epigenética da Floração 

Um dos processos epigenéticos mais amplamente caracterizado relaciona-se com o controlo do processo de 
floração. As angiospérmicas crescem vegetativamente até que determinados sinais endógenos e exógenos façam 
despoletar o início da fase reprodutiva do crescimento. O seu sucesso reprodutivo depende por um lado do fato 
da planta materna ter recursos suficientes disponíveis que permitam assegurar o desenvolvimento da semente, e 
por outro de condições ambientais suficientemente amenas, passíveis de sustentar a planta materna durante a 
floração e a maturação de sementes. Muitas plantas florescem na primavera, assegurando que a maturação das 
suas sementes possa ocorrer antes do inverno. Estas plantas geralmente crescem vegetativamente ao longo do 
inverno e florescem em resposta a mudanças de fotoperíodo na primavera. Para garantir que floresçam na 
primavera, estas plantas devem experimentar o frio do inverno para se tornarem competentes para florir, num 
processo denominado de vernalização. O período de frio pode ocorrer semanas ou meses antes da floração; a 
planta deve memorizar a vernalização ao longo de dezenas ou centenas de ciclos de replicação do DNA. O 
mediador da resposta da vernalização é o regulador da inibição da floração, “FLOWERING LOCUS C” (FLC). 

O FLC codifica um fator de transcrição da caixa MADS que se liga e reprime o gene FT, o ativador chave da 
floração. Durante o crescimento vegetativo, o gene FLC é transcrito a um nível elevado. As marcas epigenéticas 
mantêm esta ativação transcricional, incluindo a acetilação da histona H4, a metilação das Lisina 4 e 36 da histona 
3, e a incorporação da variante H2A.Z histona no nucleossoma. O tratamento prolongado de frio induz a expressão 
do gene VERNALIZATION INSENSITIVE3, o qual é um componente do complexo VRN2 PRC2, específico da 
vernalização. Este e outros complexos modificam as histonas ao nível do gene FLC, removendo as marcas de 
ativação, tais como a metilação da H3K4 e a acetilação da H4, e adicionando marcas de silenciamento, tais como a 
metilação da H3K9me e a tri-metilação da H3K27me3. A LHP1 associa-se ao FLC durante e após o tratamento de 
frio mantendo o seu estado silenciado e permitindo que o FT seja expresso e induza a floração. 

A expressão de longos RNAs não-codificantes (lncRNAs) também contribui para o silenciamento, induzido 
pelo frio, do FLC. Em sistemas animais, tem sido referido que os lncRNAs podem funcionar como suporte ao 
recrutamento de complexos remodeladores da cromatina. Um lncRNA, denominado de COLDAIR, é codificado por 
um intrão do FLC e fisicamente interage com o complexo PRC2 no sentido de reprimir a expressão do gene FLC 
durante a vernalização. O COLDAIR coordena o enriquecimento na marca H3K27me3 ao nível da cromatina em 
torno do locus FLC, levando à repressão desta região genómica. A transcrição de um FLC anti-sentido lncRNA, 
COOLAIR, é induzida por temperaturas baixas. Embora a sua expressão seja consistente com um papel na 
vernalização, o seu papel preciso ainda é alvo de investigação. 

Em Drosophila, a ação repressiva de proteínas do grupo “Polycomb” é antagonizada pela ação de 
proteínas do grupo “trithorax” (trxG), que ativam genes através da trimetilação ao nível da H3K4. Um 
antagonismo semelhante parece ocorrer em plantas, embora algumas das atividades do grupo trxG possam 
ocorrer através de proteínas não conservadas. Estudos genéticos têm revelado que a ativação transcricional do 
gene FLC requer a função trxG. 
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Programas de Desenvolvimento de Plantas 

A regulação epigenética e a reprogramação de genes ocorrem ao longo do desenvolvimento da planta. De entre 
os genes epigeneticamente regulados incluem-se genes que codificam para fatores de transcrição, genes de 
microRNAs, e genes envolvidos na síntese e resposta às auxinas. Os mecanismos reguladores incluem a 
incorporação de variantes de histonas, alterações nos padrões de metilação do DNA, e deposição da marca 
H3K27me3 mediada pelo PRC2. Muitos genes específicos de tecidos e genes reguladores que são especificamente 
reprimidos em tecidos indiferenciados ou de proliferação são regulados pela ação de proteínas do grupo 
“Polycomb” e proteínas trxG. Por exemplo, centenas de genes de uma forma sincronizada adquirem ou perdem 
marcas H3K27me3 durante a transição do tecido de “callus” para a folha, do meristema caulinar apical para folha, 
ou do meristema radicular apical para as células diferenciadas da raiz. Assim, a progressão do desenvolvimento ao 
longo do ciclo de vida da planta, envolvendo inúmeras transições de desenvolvimento, é grandemente regulada 
através de uma reprogramação epigenética em larga escala da atividade de genes, em conjunto com outros 
mecanismos regulatórios bem descritos, tais como a produção e ativação de fatores de transcrição e a ação de 
pequenos RNAs. 

 

Resposta Epigenética ao Stress 

Atualmente existem evidências sólidas de que muitas respostas a stresses bióticos e abióticos envolvem variações 
epigenéticas. Vários estudos têm demonstrado a ocorrência de alterações epigenéticas em resposta ao stress ou 
no período de recuperação do stress, e outros estudos têm revelado que as respostas ao stress são alteradas em 
mutantes que apresentam deficiências ao nível da maquinaria epigenética. Por exemplo, um nível de humidade 
reduzida leva a um aumento da metilação e à diminuição do nível de expressão de genes super-reguladores 
(“master genes”) essenciais ao desenvolvimento estomático, conduzindo à redução do número de estomas sendo 
esta uma resposta adaptativa à humidade reduzida. Similarmente, o stress de seca tem sido associado ao 
enriquecimento de marcas de histonas ativadoras, como a H3K4me3, ao nível de genes de resposta à 
desidratação. Estudos genómicos em larga escala têm revelado que os efeitos do stress ao nível do epigenoma 
podem ser de grande alcance. Por exemplo, foram encontradas alterações ao nível da metilação do DNA 
associadas a alterações na expressão de genes em resposta ao stress biótico. Muitos dos genes diferencialmente 
metilados estão envolvidos em respostas de defesa, no entanto, os transposões são também sítios de metilação 
diferencial. Neste sentido, é interessante notar que existem cada vez mais evidências de que a ativação de 
transposões induzida pelo stress pode ter significados funcionais específicos na resposta das plantas ao stress, 
através de vários mecanismos. A ativação de transposões pode aumentar a expressão de genes envolvidos na 
resposta ao stress que estejam localizados na sua proximidade. A ativação de um transposão Athila leva à 
produção de pequenos RNAs que por sua vez, regulam a expressão de um gene chave envolvido na tolerância ao 
stress. Para além disso, verificou-se que a ativação induzida pelo calor do transposão ONSEN pode em alguns 
cenários mutantes, levar a um aumento de transposição na geração seguinte. Algumas questões pertinentes 
incluem perceber o quão estável poderão ser as alterações epigenéticas induzidas pelo stress, se poderão ser 
transmitidas entre gerações, e em que medida podem afetar o desempenho e evolução da planta. 
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Regulação Epigenética de Genes “Imprinted”  

Similarmente aos animais, as angiospérmicas reprogramam as marcas epigenéticas durante a reprodução. Os 
mecanismos de reprogramação evoluíram separadamente em mamíferos e angiospérmicas no entanto, podem 
funcionar de forma semelhante no que diz respeito ao silenciamento de transposões na geração seguinte. É 
também interessante verificar que ambos, mamíferos e angiospérmicas, silenciam seletivamente alguns genes de 
uma forma que está associada à origem parental, um fenómeno denominado de “imprinting”. A não-equivalência 
do genoma materno e paterno foi demonstrada pela introdução de núcleos de um óvulo e de um espermatozóide, 
ou dois óvulos ou dois espermatozoides numa célula anucleada. Apenas as células que continham ambos os 
genomas, materno e paterno, originaram embriões viáveis. Estudos posteriores mostraram que este efeito se 
deve ao silenciamento epigenético seletivo ao nível de certos alelos de “imprinting” em cada um dos genomas. 

Nas angiospérmicas, a planta verde representa o esporófito diploide. A meiose conduz à formação de 
esporos haploides, que irão passar por um ou mais ciclos de divisão mitótica dando origem a um gametófito 
masculino haploide ou a um gametófito feminino. O gametófito feminino tem sete células, oito núcleos. A célula 
central binucleada irá dar origem ao endosperma; outra célula do gametófito feminino é a oosfera. O gametófito 
masculino (grão de pólen) produz uma célula que compreende um núcleo vegetativo e dois núcleos espermáticos 
haploides. Um dos núcleos espermáticos fertiliza a célula central originando o tecido do endosperma triploide, 
enquanto o outro fertiliza a oosfera dando origem ao zigoto. 

MEDEA (MEA) codifica uma subunidade do complexo PRC2. MEA é um gene “imprinted”; Cruzamentos 
recíprocos geram uma descendência de fenótipos diferentes. A descendência que recebe via materna a perda de 
função do alelo mea morre, enquanto a descendência que o recebe via paterna irá apresentar um fenótipo do tipo 
selvagem. Este efeito ilustra bem um silenciamento epigenético seletivo. Em tecidos vegetativos e no pólen, o 
gene MEA é silenciado. Na célula central do gametófito feminino, as marcas de silenciamento (incluindo a 
metilação do DNA e histonas) são removidas, permitindo a expressão de MEA. Após a fertilização, o complexo 
PRC2, incluindo MEA, mantém o silenciamento do alelo paterno, garantindo a expressão apenas do alelo materno. 
A sequenciação de RNA em híbridos de linhas autopolinizadas (“inbred”) têm permitido identificar mais de 100 
genes que apresentam efeitos relacionados com a origem parental em Arabidopsis, arroz e milho. Um pequeno 
número de genes são “imprinted” nas três espécies (as quais divergiram há mais de 100 milhões de anos) 
sugerindo que o “imprinting” desses genes possa conferir alguma vantagem seletiva. 

 

Silenciamento de Genes em “Trans” 

Tal como MEA, o gene FWA “imprinted” é silenciado durante o crescimento vegetativo e reativado no gametófito 
feminino. Foram identificados alelos FWA anormais que não são silenciados em tecidos vegetativos. Estes alelos 
expressos são idênticos ao FWA de tipo selvagem quanto à sequência de DNA, mas diferem no que diz respeito às 
suas marcas epigenéticas sendo por isso designados por epialelos. Os epialelos FWA não têm metilação do DNA ao 
nível de um elemento repetitivo perto do local de iniciação da transcrição; Esta hipometilação leva à expressão, 
em vez do silenciamento do gene, nos tecidos vegetativos. É muito interessante verificar que quando uma cópia 
do gene FWA é introduzida em plantas de tipo selvagem, via transformação mediada por Agrobacterium 
tumefaciens, o transgene adquire metilação sendo epigeneticamente silenciado in vivo, indicando que o 
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silenciamento do gene FWA endógeno é capaz de transmitir informação ao gene recentemente introduzido. No 
mutante drm2, o gene endógeno FWA permanece silenciado, no entanto o transgene introduzido não é 
silenciado, o que indica a necessidade de DRM2 para o silenciamento de novo do transgene introduzido. 

Estudos posteriores têm mostrado o envolvimento dos siRNAs na metilação de novo do DNA, elucidando 
que a expressão do alelo FWA silencia o alelo introduzido através de um mecanismo de siRNA. É relevante notar 
que ambos os alelos FWA estão associados com siRNAs, mas apenas o alelo silenciado metilado é capaz do 
silenciamento em trans, indicando que, embora necessário, a produção de siRNA não é por si só suficiente para a 
metilação do DNA ao nível do FWA. 

Um mecanismo similar baseado no RNA parece ser responsável por um evento genético invulgar 
denominado de paramutação. Na paramutação, um alelo de um gene pode alterar o estado epigenético de outro 
em trans. O exemplo clássico é o locus b1 no milho (Zea mays), que codifica um fator de transcrição envolvido na 
síntese de pigmentos. O alelo B-I do tipo selvagem é transcrito a um nível elevado, e as plantas homozigóticas 
para o B-I apresentam elevada pigmentação. Num híbrido F1, o alelo B# está associado à paramutação 
(silenciamento) do alelo B-I, convertendo-o em B#; a planta F1 com menos pigmentação torna-se homozigótica 
para o alelo B# através de paramutação. O silenciamento paramutagénico requer a ação de uma RNA polimerase 
dependente de RNA e pensa-se que poderá envolver o mesmo tipo de via de metilação do DNA dependente de 
RNA como o silenciamento do alelo FWA.  

 

Reposição do epigenoma 

Após vernalização, a repressão transcricional do gene FLC é mantida ao longo de muitos ciclos mitóticos antes e 
durante a floração. Tal como muitos genes animais regulados epigeneticamente, o estado epigenético do FLC é 
reposto durante a reprodução. É ativamente silenciado durante a gametogénese sendo em seguida reativado 
durante a fertilização ou início da embriogénese, um processo que requer a contribuição do complexo SWR1 e a 
incorporação da variante H2A.Z associada à ativação transcricional. Este processo de reinicialização assegura que 
as plantas na próxima geração tenham de ser novamente vernalizadas antes da floração. 

Recentemente, tem-se procurado decifrar as marcas epigenéticas ao nível genómico, utilizando 
metodologias de sequenciação massiva, imunoprecipitação da cromatina (ChIP) e abordagens de “micro-array” e 
os resultados sugerem que existe uma reprogramação epigenética considerável durante a reprodução das 
angiospérmicas. Em comparação com tecidos vegetativos, as marcas de heterocromatina e de metilação do DNA 
são muito reduzidas não apenas ao nível de genes “imprinted”, mas ao nível da totalidade do genoma do 
endosperma. Existe também uma proliferação extensa de siRNAs resultantes da RNA Polimerase IV no 
endosperma em desenvolvimento. No núcleo vegetativo do pólen, mas não nos núcleos espermáticos, os 
transposões são ativados e hipometilados. De uma forma notável, o núcleo vegetativo e os genomas do 
endosperma não são incorporados no embrião; estes programas de desmetilação não ocorrem na célula ovo ou 
núcleo espermático que são os progenitores do zigoto. No seu conjunto, estes resultados são consistentes com 
um modelo em que a perda de silenciamento no núcleo vegetativo do pólen e no endosperma assegura a 
repressão de transposões no zigoto através da via de siRNA. Na medida em que os siRNAs se podem mover entre 
células a distâncias curtas, talvez os siRNAs induzidos pela ativação de transposões no núcleo vegetativo e 
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endosperma possam ser mobilizados para tecidos germinativos para iniciar e manter os controlos epigenéticos de 
silenciamento. 

 

MÉTODOS DE ANÁLISE DAS MARCAS EPIGENÉTICAS 

 
Nucleases Sensíveis à Metilação 

 
Muitas enzimas de restrição são sensíveis à metilação do DNA. A digestão de DNA genómico com enzimas de 
restrição sensíveis à metilação pode comparar-se com o DNA digerido por enzimas que reconhecem a mesma 
sequência (isoesquizómeros) mas que são insensíveis à metilação. As endonucleases que digerem especificamente 
DNA metilado (McrBC) podem também ser usadas para detetar regiões genómicas metiladas. Após a digestão, os 
produtos são processados por forma a caracterizar regiões específicas (gel de DNA e análise por PCR) ou analisar 
globalmente o genoma (hibridação com “microarray” e sequenciação de DNA). 

 

Purificação por Afinidade de DNA Metilado 

Os anticorpos que reconhecem a metilação ao nível da citosina são comercialmente disponíveis e podem ser 
usados para detetar DNA metilado através de purificação por afinidade ou por imunoprecipitação. Estes métodos 
permitem a obtenção de mapas genómicos evidenciando regiões ricas em metilcitosinas mas não permitem 
determinar com precisão os sítios exatos de metilação. 

 

Análise de Metilação pelo Método de Sequenciação de DNA tratado com Bissulfito (BS) 

Quando o DNA é tratado com bissulfito, as citosinas são desaminadas e convertidas em uracilo, enquanto que as 
citosinas metiladas são protegidas da desaminação não sendo portanto afetadas pelo tratamento químico com 
bissulfito. Para determinar o grau de metilação numa região, a sequência de uma amostra tratada com bissulfito 
deverá ser comparada com a de uma amostra não tratada. As citosinas conservadas nas amostras tratadas e não 
tratadas são aquelas que estavam metiladas; as citosinas não metiladas são lidas como timinas na amostra tratada 
com bissulfito e como citosinas na amostra controlo não tratada com bissulfito. 

 

Análise de modificações de histonas 

A imunoprecipitação da cromatina (ChIP) é uma técnica que permite analisar interações específicas entre proteína 
e DNA. O método ChIP foi inicialmente desenvolvido para identificar interações entre fatores de transcrição e os 
seus sítios de ligação ao DNA respetivos. No entanto, o fato de existirem anticorpos que se ligam especificamente 
a determinadas modificações de histonas tornou este método particularmente útil em estudos epigenómicos. A 
cromatina é fixada em ligação reticulada através do tratamento com formaldeído sendo depois convertida em 
fragmentos de aproximadamente 500 bp. Os anticorpos são usados para purificar a fração de cromatina que inclui 
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a modificação da histona de interesse. A ligação reticulada entre DNA e proteína é então revertida sendo o DNA 
purificado para análise por PCR, sequenciamento (ChIP-Seq), ou por hibridação com “microarray” (ChIP-chip). 

Um método alternativo, DamID, envolve a expressão de uma proteína de ligação a histonas em fusão com 
Dam, uma sequência específica de DNA adenina metilase de Escherichia coli. A metilase Dam é especificamente 
recrutada para o sítio de ligação do seu parceiro de fusão, onde metila os locais próximos. A clivagem subsequente 
do DNA com uma enzima sensível à metilação permite que os sítios metilados sejam preferencialmente 
amplificados e purificados por PCR. Em plantas, este método tem sido utilizado para identificar a distribuição da 
proteína LHP1 ao nível da cromatina. 

 

Métodos de Sequenciação de DNA de Última Geração 

 
A combinação de métodos cada vez mais robustos de identificação de marcas epigenéticas com o 
desenvolvimento de métodos de sequenciação de última geração tem facilitado a compreensão da regulação 
epigenética. Durante muitos anos, as tecnologias de sequenciação do DNA focaram-se essencialmente em gerar 
fragmentos cada vez mais longos de informação sobre sequências partindo de moléculas individuais com o 
objetivo de facilitar a montagem de sequências genómicas. Recentemente, considera-se a importância de obter 
leituras de sequências mais curtas partindo de múltiplas moléculas em paralelo; Estes métodos referem-se à 
sequenciação em larga escala (“high-throughput”) ou sequenciação em profundidade (“deep sequencing”). Por 
exemplo, a sequenciação massiva em paralelo do mRNA é um método importante para avaliar a abundância de 
transcritos ao nível de tecidos específicos e entre tecidos. A combinação da imunoprecipitação da cromatina 
(ChIP) com os métodos de sequenciação de última geração tem permitido decifrar a abundância de modificações 
específicas de histonas ao nível do genoma inteiro. A sequenciação em profundidade (“deep sequencing”) é 
também uma ferramenta importante que permite analisar a acumulação de RNA ao nível de tecidos específicos e 
entre diferentes tecidos. 

Existem diferentes tipos de sequenciação de última geração que partilham entre si a acessibilidade em 
termos de custo, paralelismo e velocidade. Por exemplo, a sequenciação Roche / 454 é uma tecnologia de síntese 
baseada em pirossequenciação, que utiliza a bioluminescência para detetar a libertação de pirofosfato pela 
incorporação de um nucleótido numa sequência estendida. Tal como a sequenciação convencional de didesoxilo, 
este método utiliza a DNA polimerase e um molde iniciador. A adição de trifosfato de desoxinucleótido ao 
iniciador de alongamento é quantificada pela emissão de luz; quando um trifosfato de desoxinucleótido se liga, o 
pirofosfato é libertado. O pirofosfato é então utilizado como um substrato na produção de ATP o qual é utilizado 
pela enzima luciferase para produzir luz. A emissão de luz é captada em tempo real por uma câmara CCD. Usando 
este método, mais de um milhão de moldes podem ser sequenciados de uma só vez. 

Outras tecnologias de última geração incluem a terminação cíclica reversível (Illumina / Solexa e Helicos 
Biosciences), que utiliza uma tecnologia semelhante à sequenciação convencional via didesoxilo, mas com a 
característica adicional de que os terminadores podem ser revertidos para permitir ciclos adicionais de extensão 
do molde, eliminando a necessidade da separação eletroforética dos produtos. Para além de sequenciação por 
síntese, outros métodos, tais como a deteção de suporte de ligação de oligonucleótidos (SOLiD), dependem da 
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sequenciação via ligação de um oligonucleótido iniciador. Avanços recentes na sequenciação, tais como a síntese 
baseada numa única molécula (“Single Molecule Real Time sequencing –SMRT”) (SMRT) da Pacific Biosciences, 
que incorpora a sequenciação em tempo real por DNA polimerases em moldes de moléculas únicas de DNA. A 
adição de um único nucleótido é detetada através de um marcador fluorescente que é libertado após 
incorporação e que depois se difunde. Ao atuar sobre moléculas de DNA individuais, os métodos em tempo real 
melhoram substancialmente o comprimento das leituras e eliminam a necessidade de amplificação do molde. 

 
Perspetivas Futuras 
 
A compreensão dos mecanismos de regulação epigenética de genomas de plantas está a aumentar 
exponencialmente. No presente, as novas metodologias de análise das marcas epigenéticas ao nível genómico em 
plantas selvagens e mutantes têm permitido intersetar diferentes marcas epigenéticas, nomeadamente, metilação 
do DNA, modificações de histonas e produção de pequenos RNAs de interferência (siRNA). À medida que 
compreendemos melhor os mecanismos envolvidos na regulação epigenética de genes, também ganhamos em 
termos de conhecimento ao nível de processos regulados por controlos epigenéticos, incluindo o papel da 
programação epigenética na formação de padrões de desenvolvimento. É também evidente o envolvimento de 
processos epigenéticos na resposta das plantas a agentes patogénicos e a stresses ambientais. As variantes 
naturais de Arabidopsis thaliana que evoluíram em ambientes diferentes são reveladoras do papel da regulação 
epigenética na adaptação ao ambiente e dos epialelos na seleção natural. Para além da Arabidopsis, os estudos 
epigenómicos em plantas são reveladores do envolvimento de processos epigenéticos ao nível da hibridação 
interespecífica e poliploidização e em plantas que possuem um grande número de transposões ativos como é o 
caso do milho. A regulação epigenética está portanto envolvida em múltiplos aspetos do desenvolvimento da 
planta desde a diferenciação celular à evolução e adaptação ao meio ambiente. 
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