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

Introducdo a Regulacdo Epigenética de Genes

7 7

A regulacdo epigenética € o processo pelo qual a atividade de um gene é modulada através de
modificacbes covalentes do DNA, de histonas associadas ao DNA, ou da organizacdo estrutural da cromatina em
gue esta inserido. A utilizacdo do termo regulacdo epigenética exige explicitamente que o estado do gene seja
passivel de ser herdado, ou seja, que possa ser estavelmente transmitido através de um ou mais ciclos mitoticos.
Os mecanismos de regulacdo epigenética, muito provavelmente surgiram como mecanismos de defesa do
genoma perante DNAs “parasitas”, transpos6es e virus, mas 0s mecanismos epigenéticos também tém uma
funcdo importante ao nivel da regulacédo da expressao de genes cruciais ao desenvolvimento e a resposta a fatores
ambientais. Estudos genéticos tém identificado vias moleculares de modificacdo da cromatina e DNA subjacentes
ao0s processos de regulacio epigenética tendo as ferramentas de caracterizacdo gendmica revelado que tém uma
presenca universal e um papel crucial na regulacdo funcional do genoma. O DNA eucariotico estd enrolado em
torno de octameros de histonas altamente conservadas, uma estrutura proteica constituida por duas moléculas
de cada uma das quatro histonas. O complexo histonas/DNA é denominado por nucleossoma. Os hucleossomas
sdo empacotados uns sobre os outros de varios modos englobando proteinas 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 classicos permitiram identificar regibes
cromossémicas denominadas de heterocromatina que permanecem relativamente compactadas durante a
interfase. A heterocromatina é constituida principalmente por DNA ndo-génico incluindo os centromeros, regides
repetitivas em torno dos centrémeros (regies pericentroméricas), cromatina ribossémica, elementos repetitivos
e transposdes. A eucromatina consiste em regides ricas em genes que sdo menos compactadas sendo por isso
mais acessiveis a transcricdo. O DNA e as histonas na heterocromatina possuem modificacbes especificas de
silenciamento. No seu conjunto, estas modificacbes (denominadas de marcas epigenéticas) estdo associadas a
uma forte compactacdo da cromatina resultando na repressdo transcricional nessas regiGes. As marcas
epigenéticas também regulam alguns genes na eucromatina, em particular os envolvidos em transicdes criticas do
desenvolvimento.

MARCAS EPIGENETICAS
Metilacdo do DNA

A metilacdo do DNA é uma marca epigenética importante em muitos organismos, incluindo as plantas. As DNA
metiltransferases estdo envolvidas na adi¢do covalente de grupos metilo a citosinas, marcando assim o DNA sem
interferir com o emparelhamento entre bases. A metilacdo do DNA silencia a expressao de genes interferindo com
a ligacdo de complexos proteicos responsaveis pela transcricdo (geralmente referidos, no seu conjunto, como
maquinaria transcricional). As plantas possuem trés tipos de DNA metiltransferases com diferentes especificidades
de alvo e de funcbes. A METILTRANSFERASE 1 (MET1) mantém a metilacao ao nivel dos locais simétricos 5’-CG-3’
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durante a replicacdo do DNA num processo que envolve a cépia de informacdo da cadeia molde para a cadeia
sintetizada de novo. Os alvos da MET1 sdo principalmente transposdes silenciados e heterocromatina, mas a MET1
também mantém as marcas ao nivel de alguns genes “imprinted” incluindo o MEA, descrito abaixo. A
CROMOMETILASE 3 (CMT3) metila sequéncias ao nivel 5’ -CNG-3 * e pode iniciar a metilacdo de novo do DNA em
sitios com determinadas modificacBes de histonas. A “METILTRANSFERASEL COM DOMINIOS REARRANJADOS”
(DRM1) e DRM2 sao proteinas intimamente relacionadas, com papel redundante ao nivel da metilacdo de
sequéncias ndo simétricas CHH (em que H pode ser um A, C, ou T). Estas sequéncias metiladas podem perder
informacdo em cada ciclo de replicacdo do DNA, dado que uma cadeia molde ndo tem a citosina metilada.
Portanto, as DRM1 e DRM2 requerem informacdo quanto aos alvos, que muitas vezes deriva da via de pequenos
RNAs de interferéncia (siRNA). As CMT3, DRM1, e DRM2 sdo essencialmente necessarias ao nivel da regulacéo da
expressao de genes enddgenos (ao contrario dos transposdes), especialmente aqueles cuja mudanca de atividade
esta associada a transi¢des cruciais no desenvolvimento. E necessario que ocorra a mutagéo tripla destas trés
metilases para que seja possivel detetar anomalias ao nivel do desenvolvimento, indicando alguma redundancia
funcional das CMT3, DRM1 e DRM2.

Modificacdes das histonas

Nos nucleossomas, 0s monomeros histonicos expdem as caudas N-terminal, que estdo sujeitas a
modificacBes covalentes por acdo de enzimas modificadoras das histonas. A acetilacdo das histonas pelas
acetiltransferases de histonas esta geralmente associada a um estado mais ativo da cromatina (isto é, a niveis
mais elevados de transcri¢do); inversamente, a desacetilacdo de histonas esta geralmente associada a um
silenciamento transcricional de genes. A metilacdo de histonas pela a¢do das metiltransferases de histonas pode
contribuir tanto para a ativacdo como para o silenciamento de genes, dependendo da posi¢cdo da marca de
metilacdo. A posicdo e a natureza das modificacbes das histonas e as consequéncias dessas modificacdes
constituem no seu conjunto o codigo das histonas. As marcas das histonas sdo abreviadas e incluem o nome da
histona, a posicdo da marca, e a natureza e nimero de marcas. Por exemplo, a marca epigenética H3K27me3
corresponde a uma trimetilacdo da Lis-27 (K) da histona H3. A H3K27me3 é uma marca de silenciamento
conservada, principalmente ao nivel de genes eucromaticos regulados pelo desenvolvimento. Outros exemplos de
modificacBes de histonas bem conservadas incluem a H3K9me, geralmente associada a heterocromatina ou a
genes silenciados, e a H3K4me que esta associada a genes ativamente transcritos.

Existem muitos genes que codificam enzimas de modificacédo de histonas, e as fun¢des especificas de cada
um ndo estdo completamente caracterizadas. A formacdo da marca H3K27me3 esté intimamente associada a acdo
de um complexo proteico constituido por multiplas subunidades com atividade de metiltransferase de histonas, o
PRC2 (Complexo Repressivo Polycomb). Para além da formacdo 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 nivel da histona 3 via Polycomb (PC), uma proteina com um cromodominio que interfere com a
transcri¢do através de um mecanismo ainda desconhecido. As plantas ndo codificam um ort6logo Pc, mas sim “de
tipo HETEROCROMATINAL” (LHP1), que é também uma proteina com um cromodominio e que parece funcionar
similarmente no que diz respeito a sua ligacdo a H3K27me3 estando envolvida na manutencao do silenciamento



de genes. Na regulacio epigenética da vernalizacdo a manutencéo do estado silenciado do FLC apds a vernalizacao
requer a a¢do do complexo PRC2 e da LHP1.

As modificacBes das histonas afetam diretamente a estrutura do nucleossoma. Por exemplo, a acetilacao
das histonas enfraquece a atrac¢do entre o DNA e histonas, afrouxando a estrutura da cromatina facilitando assim
0 acesso da RNA polimerase. As modificacBes das histonas facilitam também as intera¢@es entre nucleossomas e
outras proteinas ndo histénicas promovendo ou interferindo com a transcricao.

Algumas histonas tém variantes conservadas que afetam a expressao de genes. Por exemplo, a histona 2A
tem uma variante, H2A.Z, que difere da H2A ao nivel da regido C-terminal. No seio dos nucleossomas, 0 complexo
SWR1/SRCAP pode substituir a H2A pela H2A.Z. Esta substituicdo histonica esta associada a elevados niveis de
transcricdo, possivelmente via inibicdo da metilacdo do DNA. A reativacdo da expressdo do FLC durante a
embriogénese requer a incorpora¢do da variante H2A.Z nos nucleossomas perto do promotor do FLC. A presenca
da variante H2A.Z ao nivel dos nucleossomas tem sido considerada importante na percecdo de alteragdes ao nivel
da temperatura ambiental e mediacao transcricional em resposta a temperatura e ainda ao nivel da regula¢éo da
imunidade da planta. Existem trés variantes da histona H3. O estabelecimento e manutencdo dos centrémeros
requerem a incorporacdo da variante especifica centromérica CENH3. A H3.3 esti associada a regides com
elevados niveis de expressdo génica, enquanto a H3.1 estd associada a regiGes silenciadas do ponto de vista
transcricional.

REGULACAO EPIGENETICA DE PROCESSOS AO NIVEL DA PLANTA
Regulacéo epigenética de transposdes e elementos repetitivos

Uma fracdo consideravel da maioria dos genomas (incluindo o humano) deriva de transposfes. Muitas destas
sequéncias derivadas de transposfes ndo tém a capacidade de transposicdo ou de serem transcritas devido a
presenca de mutacdes acumuladas, mas outras sao mantidas inertes apenas devido a existéncia de mecanismos
epigenéticos de silenciamento. O DNA da maioria dos transposdes é extensivamente metilado ao nivel das bases
CG; Esta é a forma de metilacio do DNA mais estavelmente herdada dada a relativa simplicidade da sua
manutencdo, essencialmente através da atividade da MET1, durante a replicacdo do DNA. A DIMINUICAO NA
METILACAO DO DNA (DDM1) é uma ATPase remodeladora da cromatina sendo também necesséaria & supressao da
ativacdo de transposdes. Nos mutantes ddml, a perda de funcdo ddm1l leva a diversos fenétipos anormais e
instaveis causados pela acdo mutagénica de transposdes ativados, resultando ainda num fen6tipo mais dramatico
guando existe a dupla mutacdo ddmlmetl. O silenciando do conjunto completo de transposdes no genoma
requer a a¢do concertada das CMT3, DRM1 e DRM2 e das vias de metilacdo do DNA mediadas pelo RNA.

S6 muito recentemente comecamos a perceber a importancia dos pequenos RNAs de interferéncia
(siRNAs) na manutencdo da metilacdo do DNA e no silenciamento de transposdes. Os transcritos gerados pela
RNA Polimerase Il ou IV da regido pericentromérica sdo convertidos em RNAs de cadeia dupla por uma
RNA-polimerase dependente de RNA sendo subsequentemente clivados em pequenos RNAs de interferéncia
(siRNAs) por acdo de proteinas do tipo dicer. Estes siRNAs, quando ligados a proteinas ARGONAUTE (AGO),
interagem com transcritos produzidos pela RNA polimerase V para dirigir as metilases DRM para as regifes
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pericentromeéricas, levando a metilacdo do DNA e silenciamento transcricional. Este mecanismo constitui uma
forma robusta e especifica de silenciamento de transposdes, elementos repetitivos e genes, conforme descrito
abaixo.

Regulacéo Epigenética da Floracdo

Um dos processos epigenéticos mais amplamente caracterizado relaciona-se com o controlo do processo de
floracdo. As angiospérmicas crescem vegetativamente até que determinados sinais enddgenos e exdgenos facam
despoletar o inicio da fase reprodutiva do crescimento. O seu sucesso reprodutivo depende por um lado do fato
da planta materna ter recursos suficientes disponiveis que permitam assegurar o desenvolvimento da semente, e
por outro de condi¢cBes ambientais suficientemente amenas, passiveis de sustentar a planta materna durante a
floracdo e a maturacdo de sementes. Muitas plantas florescem na primavera, assegurando que a maturacdo das
suas sementes possa ocorrer antes do inverno. Estas plantas geralmente crescem vegetativamente ao longo do
inverno e florescem em resposta a mudangas de fotoperiodo na primavera. Para garantir que florescam na
primavera, estas plantas devem experimentar o frio do inverno para se tornarem competentes para florir, num
processo denominado de vernalizacdo. O periodo de frio pode ocorrer semanas ou meses antes da floracéo; a
planta deve memorizar a vernalizacdo ao longo de dezenas ou centenas de ciclos de replicagdo do DNA. O
mediador da resposta da vernalizacdo € o regulador da inibi¢do da floracdo, “FLOWERING LOCUS C” (FLC).

O FLC codifica um fator de transcricdo da caixa MADS que se liga e reprime o gene FT, o ativador chave da
floracdo. Durante o crescimento vegetativo, o gene FLC é transcrito a um nivel elevado. As marcas epigenéticas
mantém esta ativacao transcricional, incluindo a acetilacao da histona H4, a metilacdo das Lisina 4 e 36 da histona
3, e aincorporacdo da variante H2A.Z histona no nucleossoma. O tratamento prolongado de frio induz a expresséo
do gene VERNALIZATION INSENSITIVE3, o qual é um componente do complexo VRN2 PRC2, especifico da
vernalizacdo. Este e outros complexos modificam as histonas ao nivel do gene FLC, removendo as marcas de
ativacéo, tais como a metila¢do da H3K4 e a acetilacdo da H4, e adicionando marcas de silenciamento, tais como a
metilacdo da H3K9me e a tri-metilacdo da H3K27me3. A LHP1 associa-se ao FLC durante e ap6s o tratamento de
frio mantendo o seu estado silenciado e permitindo que o FT seja expresso e induza a floracao.

A expressdo de longos RNAs ndo-codificantes (INcRNAs) também contribui para o silenciamento, induzido
pelo frio, do FLC. Em sistemas animais, tem sido referido que os IncRNAs podem funcionar como suporte ao
recrutamento de complexos remodeladores da cromatina. Um IncRNA, denominado de COLDAIR, é codificado por
um intrdo do FLC e fisicamente interage com o complexo PRC2 no sentido de reprimir a expressdo do gene FLC
durante a vernalizacdo. O COLDAIR coordena o enriquecimento na marca H3K27me3 ao nivel da cromatina em
torno do locus FLC, levando a repressdo desta regido gendmica. A transcricdo de um FLC anti-sentido IncRNA,
COOLAIR, € induzida por temperaturas baixas. Embora a sua expressdo seja consistente com um papel na
vernalizacdo, o seu papel preciso ainda é alvo de investigacao.

Em Drosophila, a acdo repressiva de proteinas do grupo “Polycomb” é antagonizada pela acdo de
proteinas do grupo “trithorax” (trxG), que ativam genes através da trimetilacdo ao nivel da H3K4. Um
antagonismo semelhante parece ocorrer em plantas, embora algumas das atividades do grupo trxG possam
ocorrer através de proteinas ndo conservadas. Estudos genéticos tém revelado que a ativagdo transcricional do
gene FLC requer a funcéo trxG.



Programas de Desenvolvimento de Plantas

A regulacdo epigenética e a reprogramacao de genes ocorrem ao longo do desenvolvimento da planta. De entre
0s genes epigeneticamente regulados incluem-se genes que codificam para fatores de transcricdo, genes de
microRNAs, e genes envolvidos na sintese e resposta as auxinas. Os mecanismos reguladores incluem a
incorporacdo de variantes de histonas, altera¢des nos padrées de metilacdo do DNA, e deposi¢do da marca
H3K27me3 mediada pelo PRC2. Muitos genes especificos de tecidos e genes reguladores que sdo especificamente
reprimidos em tecidos indiferenciados ou de proliferacdo sdo regulados pela acdo de proteinas do grupo
“Polycomb” e proteinas trxG. Por exemplo, centenas de genes de uma forma sincronizada adquirem ou perdem
marcas H3K27me3 durante a transi¢do 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 progressao do desenvolvimento ao
longo do ciclo de vida da planta, envolvendo inimeras transicdes de desenvolvimento, é grandemente regulada
através de uma reprogramacdo epigenética em larga escala da atividade de genes, em conjunto com outros
mecanismos regulatérios bem descritos, tais como a producéo e ativacdo de fatores de transcricdo e a acao de
pequenos RNAs.

Resposta Epigenética ao Stress

Atualmente existem evidéncias sélidas de que muitas respostas a stresses bidticos e abidticos envolvem variacdes
epigenéticas. Varios estudos tém demonstrado a ocorréncia de alteracdes epigenéticas em resposta ao stress ou
no periodo de recuperacdo do stress, e outros estudos tém revelado que as respostas ao stress sao alteradas em
mutantes que apresentam deficiéncias ao nivel da maquinaria epigenética. Por exemplo, um nivel de humidade
reduzida leva a um aumento da metilacdo e a diminuicdo do nivel de expressdo de genes super-reguladores
(“master genes”) essenciais ao desenvolvimento estomatico, conduzindo a reducéo do nimero de estomas sendo
esta uma resposta adaptativa a humidade reduzida. Similarmente, o stress de seca tem sido associado ao
enriquecimento de marcas de histonas ativadoras, como a H3K4me3, ao nivel de genes de resposta a
desidratacdo. Estudos gendmicos em larga escala tém revelado que os efeitos do stress ao nivel do epigenoma
podem ser de grande alcance. Por exemplo, foram encontradas altera¢6es ao nivel da metilacio do DNA
associadas a alteracdes na expressao de genes em resposta ao stress bidtico. Muitos dos genes diferencialmente
metilados estdo envolvidos em respostas de defesa, no entanto, os transposfes sdo também sitios de metila¢do
diferencial. Neste sentido, € interessante notar que existem cada vez mais evidéncias de que a ativacdo de
transposdes induzida pelo stress pode ter significados funcionais especificos na resposta das plantas ao stress,
através de varios mecanismos. A ativacido de transposfes pode aumentar a expressdo de genes envolvidos na
resposta ao stress que estejam localizados na sua proximidade. A ativacdo de um transposdo Athila leva a
producao de pequenos RNAs que por sua vez, regulam a expressdo de um gene chave envolvido na tolerancia ao
stress. Para além disso, verificou-se que a ativacao induzida pelo calor do transposdo ONSEN pode em alguns
cenarios mutantes, levar a um aumento de transposi¢cdo na geragdo seguinte. Algumas questdes pertinentes
incluem perceber o qudo estavel poderdo ser as alteracdes epigenéticas induzidas pelo stress, se poderdo ser
transmitidas entre geracbes, e em que medida podem afetar o desempenho e evolugéo da planta.



Regulacéo Epigenética de Genes “Imprinted”

Similarmente aos animais, as angiospérmicas reprogramam as marcas epigenéticas durante a reproducdo. Os
mecanismos de reprogramacao evoluiram separadamente em mamiferos e angiospérmicas no entanto, podem
funcionar de forma semelhante no que diz respeito ao silenciamento de transposdes na geracdo seguinte. E
também interessante verificar que ambos, mamiferos e angiospérmicas, silenciam seletivamente alguns genes de
uma forma que esté associada a origem parental, um fenémeno denominado de “imprinting”. A ndo-equivaléncia
do genoma materno e paterno foi demonstrada pela introducdo de nucleos de um évulo e de um espermatozéide,
ou dois Gvulos ou dois espermatozoides numa célula anucleada. Apenas as células que continham ambos os
genomas, materno e paterno, originaram embrifes viaveis. Estudos posteriores mostraram que este efeito se
deve ao silenciamento epigenético seletivo ao nivel de certos alelos de “imprinting” em cada um dos genomas.

Nas angiospérmicas, a planta verde representa o esporéfito diploide. A meiose conduz a formacéo de
esporos haploides, que irdo passar por um ou mais ciclos de divisdo mit6tica dando origem a um gametdfito
masculino haploide ou a um gametéfito feminino. O gametofito feminino tem sete células, oito nucleos. A célula
central binucleada ira dar origem ao endosperma; outra célula do gametdfito feminino é a oosfera. O gametdfito
masculino (grao de pélen) produz uma célula que compreende um nucleo vegetativo e dois nlcleos espermaticos
haploides. Um dos nicleos espermaticos fertiliza a célula central originando o tecido do endosperma triploide,
enguanto o outro fertiliza a oosfera dando origem ao zigoto.

MEDEA (MEA) codifica uma subunidade do complexo PRC2. MEA é um gene “imprinted”; Cruzamentos
reciprocos geram uma descendéncia de fendtipos diferentes. A descendéncia que recebe via materna a perda de
funcédo do alelo mea morre, enquanto a descendéncia que o recebe via paterna ird apresentar um fenétipo do tipo
selvagem. Este efeito ilustra bem um silenciamento epigenético seletivo. Em tecidos vegetativos e no polen, o
gene MEA é silenciado. Na célula central do gametofito feminino, as marcas de silenciamento (incluindo a
metilacdo do DNA e histonas) sdo removidas, permitindo a expressdo de MEA. Apoés a fertilizacdo, o complexo
PRC2, incluindo MEA, mantém o silenciamento do alelo paterno, garantindo a expressédo apenas do alelo materno.
A sequenciacdo de RNA em hibridos de linhas autopolinizadas (“inbred”) tém permitido identificar mais de 100
genes que apresentam efeitos relacionados com a origem parental em Arabidopsis, arroz e milho. Um pequeno
numero de genes sdo “imprinted” nas trés espécies (as quais divergiram ha mais de 100 milhfes 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 gametofito
feminino. Foram identificados alelos FWA anormais que ndo séo silenciados em tecidos vegetativos. Estes alelos
expressos sdo idénticos ao FWA de tipo selvagem quanto a sequéncia de DNA, mas diferem no que diz respeito as
suas marcas epigenéticas sendo por isso designados por epialelos. Os epialelos FWA ndo tém metilacdo do DNA ao
nivel de um elemento repetitivo perto do local de iniciacdo da transcricdo; Esta hipometilacdo leva a expressao,
em vez do silenciamento do gene, nos tecidos vegetativos. E muito interessante verificar que quando uma copia
do gene FWA é introduzida em plantas de tipo selvagem, via transformacdo mediada por Agrobacterium

tumefaciens, o transgene adquire metilacdo sendo epigeneticamente silenciado in vivo, indicando que o
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silenciamento do gene FWA enddgeno é capaz de transmitir informacdo ao gene recentemente introduzido. No
mutante drm2, o gene enddgeno FWA permanece silenciado, no entanto o transgene introduzido ndo é
silenciado, o que indica a necessidade de DRM2 para o silenciamento de novo do transgene introduzido.

Estudos posteriores tém mostrado o envolvimento dos siRNAs na metilacdo de novo do DNA, elucidando
que a expressdo do alelo FWA silencia o alelo introduzido através de um mecanismo de siRNA. E relevante notar
gue ambos os alelos FWA estdo associados com siRNAs, mas apenas o alelo silenciado metilado é capaz do
silenciamento em trans, indicando que, embora necessario, a producdo de siRNA nao € por si so suficiente para a
metilacdo do DNA ao nivel do FWA.

Um mecanismo similar baseado no RNA parece ser responsavel por um evento genético invulgar
denominado de paramutacdo. Na paramutacao, um alelo de um gene pode alterar o estado epigenético de outro
em trans. O exemplo classico é o locus b1 no milho (Zea mays), que codifica um fator de transcri¢do envolvido na
sintese de pigmentos. O alelo B-I do tipo selvagem € transcrito a um nivel elevado, e as plantas homozigoéticas
para o B-l apresentam elevada pigmentacdo. Num hibrido F1, o alelo B# esta associado a paramutacdo
(silenciamento) do alelo B-l, convertendo-o em B#; a planta F1 com menos pigmentacao torna-se homozigoética
para o alelo B# através de paramutacdo. O silenciamento paramutagénico requer a a¢do de uma RNA polimerase
dependente de RNA e pensa-se que podera envolver o mesmo tipo de via de metilacdo do DNA dependente de
RNA como o silenciamento do alelo FWA.

Reposicao do epigenoma

Apés vernalizacdo, a repressao transcricional do gene FLC é mantida ao longo de muitos ciclos mitéticos antes e
durante a floracdo. Tal como muitos genes animais regulados epigeneticamente, o estado epigenético do FLC é
reposto durante a reproducdo. E ativamente silenciado durante a gametogénese sendo em seguida reativado
durante a fertilizacdo ou inicio da embriogénese, um processo que requer a contribuicdo do complexo SWR1 e a
incorporacao da variante H2A.Z associada a ativacao transcricional. Este processo de reinicializacdo assegura que
as plantas na préxima geracédo tenham de ser novamente vernalizadas antes da floracao.

Recentemente, tem-se procurado decifrar as marcas epigenéticas ao nivel gendmico, utilizando
metodologias de sequenciacdo massiva, imunoprecipitacdo da cromatina (ChIP) e abordagens de “micro-array” e
0s resultados sugerem que existe uma reprogramacdo epigenética consideravel durante a reproducdo das
angiospérmicas. Em comparacdo com tecidos vegetativos, as marcas de heterocromatina e de metilacdo do DNA
sdo muito reduzidas ndo apenas ao nivel de genes “imprinted”, mas ao nivel da totalidade do genoma do
endosperma. Existe também uma proliferacdo extensa de siRNAs resultantes da RNA Polimerase IV no
endosperma em desenvolvimento. No nlcleo vegetativo do pdlen, mas ndo nos ndcleos espermaticos, 0s
transposdes sdo ativados e hipometilados. De uma forma notavel, o nlcleo vegetativo e 0s genomas do
endosperma ndo sao incorporados no embrido; estes programas de desmetilacdo nao ocorrem na célula ovo ou
nucleo espermatico que sdo os progenitores do zigoto. No seu conjunto, estes resultados sdo consistentes com
um modelo em que a perda de silenciamento no ndcleo vegetativo do pélen e no endosperma assegura a
repressdo de transposdes no zigoto através da via de siRNA. Na medida em que os siRNAs se podem mover entre

células a distancias curtas, talvez os siRNAs induzidos pela ativacdo de transposdes no nulcleo vegetativo e
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endosperma possam ser mobilizados para tecidos germinativos para iniciar e manter os controlos epigenéticos de
silenciamento.

METODOS DE ANALISE DAS MARCAS EPIGENETICAS

Nucleases Sensiveis a Metilacao

Muitas enzimas de restricdo sdo sensiveis a metilacdo do DNA. A digestdo de DNA gendmico com enzimas de
restricdo sensiveis a metilacdo pode comparar-se com o DNA digerido por enzimas que reconhecem a mesma
sequéncia (isoesquizdmeros) mas que sdo insensiveis a metilacdo. As endonucleases que digerem especificamente
DNA metilado (McrBC) podem também ser usadas para detetar regides gendmicas metiladas. Apos a digestdo, 0s
produtos sédo processados por forma a caracterizar regides especificas (gel de DNA e analise por PCR) ou analisar
globalmente o genoma (hibridacdo com “microarray” e sequenciacdo de DNA).

Purificacdo por Afinidade de DNA Metilado

Os anticorpos que reconhecem a metilagdo ao nivel da citosina sdo comercialmente disponiveis e podem ser
usados para detetar DNA metilado através de purificacdo por afinidade ou por imunoprecipitacdo. Estes métodos
permitem a obtencdo de mapas gendmicos evidenciando regides ricas em metilcitosinas mas ndo permitem
determinar com precisao os sitios exatos de metilagéo.

Anédlise de Metilacédo pelo Método de Sequenciacdo de DNA tratado com Bissulfito (BS)

Quando o DNA ¢é tratado com bissulfito, as citosinas sdo desaminadas e convertidas em uracilo, enquanto que as
citosinas metiladas sdo protegidas da desaminacdo ndo sendo portanto afetadas pelo tratamento quimico com
bissulfito. Para determinar o grau de metilagdo numa regido, a sequéncia de uma amostra tratada com bissulfito
devera ser comparada com a de uma amostra ndo tratada. As citosinas conservadas nas amostras tratadas e nao
tratadas sdo aquelas que estavam metiladas; as citosinas ndo metiladas sdo lidas como timinas ha amostra tratada
com bissulfito e como citosinas na amostra controlo néo tratada com bissulfito.

Anélise de modificacdes de histonas

A imunoprecipitacdo da cromatina (ChIP) é uma técnica que permite analisar interacGes especificas entre proteina
e DNA. O método ChIP foi inicialmente desenvolvido para identificar interagdes entre fatores de transcri¢do e 0s
seus sitios de ligacdo ao DNA respetivos. No entanto, o fato de existirem anticorpos que se ligam especificamente
a determinadas modifica¢bes de histonas tornou este método particularmente Util em estudos epigendmicos. A
cromatina é fixada em ligacdo reticulada através do tratamento com formaldeido sendo depois convertida em
fragmentos de aproximadamente 500 bp. Os anticorpos sdo usados para purificar a fracdo de cromatina que inclui
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a modificacdo da histona de interesse. A ligacdo reticulada entre DNA e proteina é entdo revertida sendo o DNA
purificado para analise por PCR, sequenciamento (ChIP-Seq), ou por hibrida¢do com “microarray” (ChIP-chip).

Um método alternativo, DamID, envolve a expressao de uma proteina de liga¢do a histonas em fusdo com
Dam, uma sequéncia especifica de DNA adenina metilase de Escherichia coli. A metilase Dam é especificamente
recrutada para o sitio de ligacdo do seu parceiro de fusdo, onde metila os locais proximos. A clivagem subsequente
do DNA com uma enzima sensivel a metilacdo permite que os sitios metilados sejam preferencialmente
amplificados e purificados por PCR. Em plantas, este método tem sido utilizado para identificar a distribuicdo da
proteina LHP1 ao nivel da cromatina.

Métodos de Sequenciacio de DNA de Ultima Geracéo

A combinacdo de métodos cada vez mais robustos de identificacio de marcas epigenéticas com o
desenvolvimento de métodos de sequenciacdo de Ultima geracdo tem facilitado a compreensdo da regulagéo
epigenética. Durante muitos anos, as tecnologias de sequenciacdo do DNA focaram-se essencialmente em gerar
fragmentos cada vez mais longos de informac¢do sobre sequéncias partindo de moléculas individuais com o
objetivo de facilitar a montagem de sequéncias genémicas. Recentemente, considera-se a importancia de obter
leituras de sequéncias mais curtas partindo de multiplas moléculas em paralelo; Estes métodos referem-se a
sequenciacdo em larga escala (“high-throughput”) ou sequenciacdo em profundidade (“deep sequencing”). Por
exemplo, a sequencia¢do massiva em paralelo do mRNA é um método importante para avaliar a abundancia de
transcritos ao nivel de tecidos especificos e entre tecidos. A combinacdo da imunoprecipitacdo da cromatina
(ChIP) com os métodos de sequencia¢do de Ultima geracdo tem permitido decifrar a abundancia de modificacdes
especificas de histonas ao nivel do genoma inteiro. A sequenciacdo em profundidade (“deep sequencing”) é
também uma ferramenta importante que permite analisar a acumulagdo de RNA ao nivel de tecidos especificos e
entre diferentes tecidos.

Existem diferentes tipos de sequencia¢do de Ultima geracdo que partilham entre si a acessibilidade em
termos de custo, paralelismo e velocidade. Por exemplo, a sequenciacdo Roche / 454 é uma tecnologia de sintese
baseada em pirossequenciacdo, que utiliza a bioluminescéncia para detetar a libertacdo de pirofosfato pela
incorporacao de um nucledtido numa sequéncia estendida. Tal como a sequencia¢do convencional de didesoxilo,
este método utiliza a DNA polimerase e um molde iniciador. A adicdo de trifosfato de desoxinucleétido ao
iniciador de alongamento é quantificada pela emissdo de luz; quando um trifosfato de desoxinucle6tido se liga, o
pirofosfato é libertado. O pirofosfato é entdo utilizado como um substrato na produc¢édo de ATP o qual € utilizado
pela enzima luciferase para produzir luz. A emissao de luz é captada em tempo real por uma camara CCD. Usando
este método, mais de um milhdo de moldes podem ser sequenciados de uma so vez.

Outras tecnologias de Gltima gerac¢do incluem a terminacao ciclica reversivel (lllumina / Solexa e Helicos
Biosciences), que utiliza uma tecnologia semelhante a sequencia¢do convencional via didesoxilo, mas com a
caracteristica adicional de que os terminadores podem ser revertidos para permitir ciclos adicionais de extensao
do molde, eliminando a necessidade da separacdo eletroforética dos produtos. Para além de sequenciacao por

sintese, outros métodos, tais como a detecdo de suporte de ligacdo de oligonucle6tidos (SOLID), dependem da
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sequenciac¢do via ligacdo de um oligonucleétido iniciador. Avangos recentes na sequenciacdo, tais como a sintese
baseada numa Unica molécula (“Single Molecule Real Time sequencing —SMRT”) (SMRT) da Pacific Biosciences,
gue incorpora a sequenciacdo em tempo real por DNA polimerases em moldes de moléculas Unicas de DNA. A
adicdo de um Unico nucledtido é detetada através de um marcador fluorescente que é libertado apds
incorporacao 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 amplifica¢cdo do molde.

Perspetivas Futuras

A compreensdo dos mecanismos de regulacdo epigenética de genomas de plantas estd a aumentar
exponencialmente. No presente, as novas metodologias de analise das marcas epigenéticas ao nivel genémico em
plantas selvagens e mutantes tém permitido intersetar diferentes marcas epigenéticas, nomeadamente, metilacao
do DNA, modificacbes de histonas e producdo de pequenos RNAs de interferéncia (siRNA). A medida que
compreendemos melhor os mecanismos envolvidos na regulacdo epigenética de genes, também ganhamos em
termos de conhecimento ao nivel de processos regulados por controlos epigenéticos, incluindo o papel da
programac&o epigenética na formacédo de padrdes de desenvolvimento. E 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 evoluiram em ambientes diferentes sdo reveladoras do papel da regulacéo
epigenética na adaptacdo ao ambiente e dos epialelos na sele¢do natural. Para além da Arabidopsis, os estudos
epigendmicos em plantas sdo reveladores do envolvimento de processos epigenéticos ao nivel da hibridacdo
interespecifica e poliploidizacdo e em plantas que possuem um grande namero de transpos@es ativos como € o
caso do milho. A regulacdo epigenética esta portanto envolvida em mdultiplos aspetos do desenvolvimento da
planta desde a diferenciacao celular a evolu¢édo e adaptacdo ao meio ambiente.
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