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Apresentacao

Durante toda a vida de um organismo eucarioto, da fecundacao até a sua morte, uma miriade de
genes é ativada e desativada em momentos especificos durante o desenvolvimento e a diferenciagéo
celular e em determinadas situacdes de estresse ambiental e bidtico. Na segunda metade do século
XX, os estudos de Jacob & Monod revelaram a natureza da regulagédo da expressao génica baseada
na presenca ou auséncia de moléculas indutoras e repressoras que se ligavam aos promotores
dos genes ativando ou silenciando a transcricdo. Contudo, esse modelo mostrou-se insuficiente
para explicar a natureza da maioria dos fendmenos envolvendo a expressao génica observada em
diferentes grupos de organismos. No inicio do século XXI, com a descoberta das moléculas pequenas
de RNAs nao codantes, os ncRNAs, verificou-se uma corrida em varios laboratérios do planeta para
tentar entender a fungao dessas moléculas nos sistemas biolégicos. Logo foi constatada a grande
diversidade de ncRNAs em diferentes organismos e que uma classe especial de ncRNA participa
ativamente da regulacao génica, tornando os promotores inacessiveis aos fatores de transcrigéo
e a RNA polimerase. Essas pequenas moléculas alteram a natureza fisica da cromatina por meio
da metilagdo de histonas e bases nitrogenadas (silenciamento génico transcricional). Outro grupo,
os MiRNA, liga-se aos mRNAs, degradando, inibindo ou reduzindo a velocidade de traducéo
(silenciamento génico pds-transcricional). Atualmente, sabe-se que os ncRNAs desempenham
um papel central na regulacdo génica e que eles participam direta ou indiretamente de todos os
processos celulares. Esse mecanismo de regulagao da expressao génica nao altera a composicao
de bases do DNA, portanto é de natureza epigenética, e pode ser transiente ou definitivo. Neste
ultimo caso, as modificagbes na estrutura da cromatina sdo transmitidas as préximas geracoes.
Neste documento, abordaremos o complexo mecanismo de controle transcricional da expressao
génica que envolve a metilagdo de histonas e DNA da cromatina.

Frederico Ozanan Machado Duraes
Chefe-geral
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Introducao

Ao longo da vida de um organismo, a transcrigdo do DNA e a tradu¢do do mRNA s&o processos
seletivos muitas vezes determinados por condicbes externas. A supressido da transcricdo de um
gene decorrente da metilagdo de histonas (Jeddeloh et al., 1999) e/ou de nucleotideos do DNA
(Finnegan et al., 1996) e o impedimento da tradugdo do mRNA s&o mecanismos universais entre
os eucariotos, denominado silenciamento epigenético (Chen et al., 2008). A metilagdo do DNA
envolve modifica¢des das liga¢des covalentes dos nucleotideos e histonas que alteram a estrutura
da cromatina do loci homoélogo ao RNA-alvo afetando a expressdo dos genes de modo reversivel
ou permanente (Morel et al., 2000). Quando essas mudancgas no padrdo da expressao génica sdo
estaveis, elas passam a ser transmitidas as geragdes seguintes, e uma vez que nao alteram a
sequéncia do DNA, representam um exemplo de mecanismo epigenético, o qual constitui uma
adaptacéo dos organismos as variagdes das condigdes ambientais ou internas das células. Entre os
fatores internos e externos que desencadeiam esse processo celular, podemos destacar o material
genético viral, transgenes, elementos transponiveis (transposons) e microRNAs (Lu; Yang, 2010;
Ouyang et al., 2014; Bologna; Voinnet, 2014; Wang et al., 2019). Além disso, outros fatores internos
também determinam o silenciamento génico, tais como o imprinting gendmico em que apenas 0s
genes de um dos parentais sdo expressos e, portanto, atua de maneira independente do padréao
de heranca mendeliana; o “efeito de posicdo” em que a expressao do gene é alterada por causa
da mudanga de sua posicdo no genoma, geralmente decorrente de translocacado (McClintock,
1942); e por ultimo, a paramutacao que resulta da interagao entre os dois alelos de um determinado
I6cus génico, em que se observa a mudanga no padrao hereditario de um dos alelos em razao da
interferéncia do seu alelo correspondente. Nesse ultimo caso, o alelo paramutado apresenta niveis
alterados de expressao génica, e essa alteragao podera ser mantida nas geragdes seguintes, mesmo
na auséncia do alelo paramutagénico (Hollick, 2017). Todos os casos mencionados representam
alteragdes epigenéticas (Felsenfeld, 2014).

O silenciamento mediado por RNA pode ser iniciado pela entrada de DNA exdégeno nas células
(transgene, por exemplo) ou RNA (virus) e envolve um ou mais loci génicos que na maioria das
vezes apresentam repeticdes invertidas (Pyott; Molnar, 2015; Guo et al., 2019). Os mecanismos
envolvidos na supressao da expressao génica transcricional e pos-transcricional sdo controlados por
familias de moléculas de RNA pequenos (RNAi ou siRNA, do inglés, small interfering RNAs), cujos
tamanhos variam predominantemente entre 21 e 25 nucleotideos e que atuam como mediadores
da regulacao génica (Kamthan et al., 2015) (Figura 1). Os siRNAs sao classificados em trés tipos
principais, com base nas diferengas entre seus precursores, biogénese, e proteinas que se associam
a eles. Assim, temos os microRNAs (miRNAs), RNAs interferentes pequenos (siRNAs) e RNAs que
interagem com proteinas Piwi (piRNAs) (Ambros; Chen, 2007; Kim et al., 2009). Em plantas, siRNAs
pertencem a duas classes de tamanhos diferentes. Os siRNA com 21-22nt participam da clivagem
do RNA e a classe com 24nt estdo envolvidos nas modificagdes da cromatina (Hamilton et al.,
2002). Alguns autores relacionam também uma terceira classe de moléculas pequenas de RNA,
cujos tamanhos podem variar entre 25 e 30 nucleotideos e sdo denominados de RNAs pequenos
nao codificantes (sncRNAs, small non-coding RNAs) que desempenham fun¢bes importantes nos
processos de desenvolvimento e resposta aos estresses bidticos (Guo et al., 2016; Brant; Budak,
2018).
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Figura 1. Estrurura geral do siRNA. Cada uma das cadeias de siRNA apresenta dois nucletideos livres na
extremidade 3’' OH. Em (A), esta sendo mostrado o siRNA gerado pela atividade da RNase Il Dicer. Em (B),
temos a representacéo do siRNA metilato na posigéo 2’-OCH, pela atividade da enzima RNA metil transferase
HEN1 (HUA ENHENCER). Nas etapas seguintes do silenciamento génico, uma das cadeias é selecionada
para compor o complexo de silenciamento RISC, enquanto a outra cadeia é degradada.

A trajetdria da informacao genética do DNA cromossémico até a sua conversao em polipeptideos
ocorre em quatro etapas distintas: 1 - transcricdo do DNA presente no nucleo originando moléculas
de pré-RNA, 2 - processamento nuclear do RNA, 3 - transporte do RNA maduro (mRNA) para
o citoplasma e, 4 - traducdo do mRNA, dando origem a polipeptideos. Portanto, a regulagéo da
expressao génica pode ocorrer nos niveis transcricional (TGS = transcricional gene silencing), pos-
transcricional (PTGS = Post-transcricional gene silencing) e traducional (Hammond, 2005) (Figura
2).

o 3" OCH3
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Figura 2. Diferentes tipos de silenciamento génico endégeno em plantas. Silenciamento transcricional por
metilacdo de DNA e histonas (1) e silenciamento pos-transcricional por microRNA (2 e 4), e ribozima (3).
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Metilacao de DNA Dependente de RNA (RNA-
dependent DNA methylation, RAdDM)

Os pequenos RNAs nao codificadores (do inglés non-coding RNA, ncRNA) regulam a expressao
génica, tanto no nivel transcricional, como pos-transcricional e desempenham papel crucial durante
o desenvolvimento, imprinting e manutencao da integridade dos genomas de todos os organismos
eucariotos (Wierzbicki, 2012; Fatica; Bozzoni, 2014; Holoch; Moazed, 2015).

O processo de inibigao da expressado génica denominado “metilagdo de DNA dependente de RNA”
(RNA-dependent DNA methylation, RADM) representa um caso de alteragdo epigenética em que
moléculas pequenas de siRNA (ncRNA) sdo formadas para guiar a metilagdo de histonas do promotor
do locus complementar ao siRNA e pode ocorrer no nivel transcricional ou pds-transcricional,
conforme foi mencionado anteriormente.

O deslocamento (jumping) de transposons de um Iécus para outro, altera a janela aberta de leitura do
gene (ORF = Open Reading Frame), podendo gerar instabilidade genémica e mutacdes deletérias
para o organismo (Pray, 2008). O silenciamento de transposons € um exemplo de silenciamento
génico transcricional que resulta na alteragao de histonas, tornando o DNA nessa regido inacessivel
para a transcri¢ao (Fultz et al., 2015; Gross, 2006; Halic; Moazed, 2009). Em Arabidopsis, siRNAs de
24nt séo enderecados para a via RADM e desempenham papel central na repressao de elementos
transponiveis, portanto, mantendo a integridade e estabilidade gendmica (Law; Jacobsen, 2010).

Biogénese da Metilagcao de Histonas e
Remodelagem da Cromatina

Enquanto o silenciamento pés-transcricional ocorre pelo bloqueio da traducdo ou degradacao
de RNA mensageiro especifico, o silenciamento transcricional se da pela metilagcido de histonas
do promotor do gene-alvo e remodelagem da cromatina, tornando-a inacessivel aos fatores de
transcricao e a RNA polimerase (Figura 2). No silenciamento transcricional, a regido promotora
do gene é hipermetilada, enquanto no silenciamento pés-transcricional o promotor esta ativo. Em
ambos o0s casos, o silenciamento génico confere as células imunidade gendémica contra virus e
transgenes.

As modificacbes epigenéticas que podem ser observadas em histonas s&o alteragcoes pos-
traducionais (PTM = post-translational modification), ou seja, apés a sua sintese, e envolve a
metilacao, fosforilagdo acetilagao, ubiquitinacdo e SUMOilagao (Small Ubiquitin-like Modifier =
SUMO) (Wood; Shilatifard, 2004). Essas modificagdes podem alterar a expressao génica por causa
das modificagdes que elas provocam na estrutura da cromatina conhecidas por remodelagem de
cromatina, tornando-a inacessivel as RNA polimerases (Kuo; Allis, 1998; Dokmanovic et al., 2007;
Miura; Hasegawa, 2010; Wilkinson; Henley, 2010; Greer; Shi, 2012). Nos ultimos anos, um conjunto
de evidéncias experimentais revelou o impacto da metilacdo de histonas e dos nucleotideos citosina
e adenina do DNA, para a manipulagao genémica, regulagéo da transcrigdo génica e controle do
desenvolvimento de plantas. A metilacdo de histonas desempenha um papel central na regulagéo
de diversos processos durante o desenvolvimento de organismos eucariotos, tais como ativagéo e
inativacao da transcricao, alteracdo da estrutura da cromatina, por condensacao durante a divisao
celular, reparo de danos no DNA e manutencao da estabilidade genémica por meio do silenciamento
da expresséao de sequéncias repetitivas no DNA, ou seja, Sequéncias Repetidas Intercaladas (IRS =
Interspersed repeat sequences) ou elementos transponiveis (ETs), Sequéncias Repetitivas Simples
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(SSRs = simple sequence repeats) que consistem de repeticdes em tandem de tamanhos exatos
ou proximo disso k (k-mers) com k = 1-13, correspondendo aos microssatélites, e k = 1-500, para
minisatélites (Huda et al., 2009).

Ametilacao de histonas ocorre pela transferéncia de 1, 2 ou 3 grupos metil da S-adenosil-L-metionina
para os residuos de lisina (Lis/K) e arginina (Arg/R) das histonas H3 e H4. Essa reacgao ¢é feita
por uma grande familia de distintas enzimas histonas metil-transferases (HMTs): as histona-lisina
metiltransferases (histone lysine methyltransferases = HKMTs) e proteina-arginina metiltransferases
(protein arginine methyltransferases = PRMTs) que ligam grupos metil covalentemente as histonas,
e dessa forma controlam a atividade génica por meio da sua repressao ou ativagao dependente da
cromatina (Liu et al., 2010).

Longe de ser um processo simples e aleatério, as alteracdes epigenéticas no DNA envolvem grande
numero de enzimas coadjuvantes, e no caso das histonas, ocorre em residuos de aminoacidos
especificos. Apesardauniversalidade desse processo, variagoes e particularidades tém sido descritas
em todos os organismos estudados. Por exemplo, na maioria das espécies, a histona H3 é acetilada
nas lisinas 9, 14, 18, 23, e 56, metilada na arginina 2 e lisinas 4, 9, 27, 36, e 79, e fosforilada na
serina 10 e 28, treonina 3 e Thr11, enquanto que a histona H4 é acetilada principalmente nas lisinas
5, 8, 12 e 16, metilada na arginina 3 e lisina 20, e fosforilada na serina 1 (Kuo; Allis, 1998; Greer;
Shi, 2012). Portanto, a detecgao dos pontos exatos onde ocorrem essas complexas modificacoes
em proteinas histdnicas € crucial para o entendimento da regulacdo epigenética dos processos
de diferenciacao celular e do desenvolvimento, bem como para o planejamento de estratégias de
silenciamento ou indugéo da expressao génica (Bannister; Kouzarides, 2001).

Existem varias enzimas histona-metiltransferases especificas para os residuos de lisina ou arginina
presentes nas histonas e o numero de tipos diferentes varia de um organismo para o outro (Black
et al., 2012). Em mamiferos, por exemplo, SET1A, SET1B, SET7/9, KMT2F, KMT2G, Ash1, ALL-
1, MLL, ALR, Trx, e SMYD3 sao metiltransferases de histona H3 que catalizam a metilagdo de H3
na lisina 4 (H3K4) enquanto KMTase ESET (SetDB1, ou KMT1E), G9a, SUV39-h1, SUV39-h2,
SETDB1, Dim-5, e Eu-HMTase sao histonas metiltransferases que catalizam a metilagdo da
lisina 9 (H3K9) da histona H3 (Dodge et al., 2004; Hyun et al., 2017). Enzimas dos grupos G9a
e polycomb EZH2 (Enhancer of zeste homolog 2) sao histonas metiltransferases que catalizam
a metilagdo de H3 no residuo de lisina da posigao 27 (H3K27) promovendo a remodelagem da
cromatina (Hennig; Derkacheva, 2009; Morey; Helin, 2010; Li et al., 2018; Yan et al., 2018). EZH2
(Enhancer of zeste homolog 2 (EZH?2) presente em animais, e suas homologas CLF, SWN e Mea
em plantas, sdo enzimas histona-lisina N-metiltransferases que participam da metilagao de histona
catalisando a adi¢ao de grupos metil a lisina 27 da histona H3. Essas enzimas sdo genericamente
designadas como Componentes Enzimaticos do Complexo Repressivo Polycomb 2 (PRC2), o qual
€ responsavel pelo desenvolvimento embrionario normal mantendo as alteracdes epigenéticas dos
genes envolvidos na regulacao do desenvolvimento e diferenciagao celular em animais e plantas
(Hennig; Derkacheva, 2009; Morey; Helin, 2010). Ambas as metilagdes nas posicdes H3K9 e H3K27
determinam a remodelagem de heterocromatina e dessa forma participam do silenciamento génico.
Em animais, por exemplo, o aumento global de metilacdo H3K27 esta relacionada com processos
patolégicos como o cancer (Greer; Shi, 2012). Contudo, cabe ressaltar que, dependendo do local
do DNA, HMTs podem tanto suprimir quanto ativar genes. Isso depende do residuo de aminoacido
onde ocorre a metilagdo e o efeito pode ser um ou outro. Por exemplo, metilagao dos residuos de
lisina (K) da histona H3 nas posi¢des 9 (H3K9) ou 27 (H3K27), bem como do residuo K20 da histona
H4 (H4k20), causa a desativacao génica, enquanto a metilacdo dos residuos 4, 36 ou 79 de lisina
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de H3 (H3K4, H3K36 e H3K79) ativa a expressao génica (Moore et al., 2013; Guerrero-Bosagna,
2013).

Enzimas remodeladoras de cromatina e enzimas modificadoras de histonas também participam
da metilagdo, e provavelmente da desmetilagdo do DNA. A desmetilagdo do DNA é mediada pela
enzima ROS1 (repressor of silencing 1) da subfamilia de proteinas 5-metil-citosina DNA glycosilases
que atuam por meio da exi¢ao de bases metiladas do DNA seguido por reparo, ou seja, substituindo
a base metilada por outra equivalente ndao metilada. Dessa forma essas proteinas previnem o
silenciamento génico ao nivel da transcrigdo. Outra proteina pequena (Small RNA binding proteins),
ROS3, é essencial para a regular a desmetilacado do DNA. Essa proteina possui motivos especificos
de reconhecimento de RNA e o produto ROS3/RNA direciona a ligacdo de ROS1 aos sitios-alvos do
DNA evitando a hipermetilagdo do DNA (Zheng et al., 2008; Li et al., 2018).

SWI/SNF (SWitch/Sucrose Non-Fermentable) € um complexo proteico remodelador de nucleosomos
encontrado em eucariotos. Este grupo de proteinas se associa para remodelar a forma de
empacotamento da cromatina, sendo composto por varias proteinas codificadas pelos genes
SWi e SNF (SWI1, SWI2ISNF2, SWI3, SWI5, SWI6) e outros polipeptideos. O complexo possui
atividade ATPase induzida pelo DNA e pode desestabilizar as interagdes histona/DNA e reconstituir
os nucleossomos (Mani et al., 2017). A adigao de grupos metil nos residuos de citosina do DNA
requer a assisténcia do complexo SWI/SNF (Zhu et al., 2013) que € acompanhado por modificacdes
das histonas H3 e H4, tanto por desacetilagdo, quanto por metilagéo do tipo H3K9 (H3K9me) e
desmetilagdo de H3K4 (Matzke; Mosher, 2014). Assim, os complexos SWI/SNF de remodelagem da
cromatina dependentes de ATP sao importantes reguladores da expressao génica em eucariotos, e,
em plantas, eles exercem papel critico nos processos de desenvolvimento, crescimento e resposta
aos diferentes tipos de estresse (Archacki et al., 2017).

Biogénese da Metilacao do DNA

Em 1975, foi proposto o primeiro mecanismo epigenético, a metilacdo do DNA que ocorria
na inativacdo de um dos cromosomos X no sexo feminino, influenciando a expressdo génica e
que possuia um padrao herdavel (Holliday; Pugh, 1975; Riggs, 1975; Kubota et al., 1999). Esse
mecanismo explica, em parte, as mudangas nos padrdes de expressao génica e a diferenciacao
celular ao longo do desenvolvimento.

A metilacdo do DNA no nivel dos nucleotideos ou histonas envolve o recrutamento de proteinas
que causam a compactagcao da cromatina, impedindo que a enzima RNA-polimerase se ligue a
molécula. Dessa forma ndo ocorre a expressao génica, uma vez que a RNA-polimerase € a enzima
responsavel pela transcricao, ou seja, pela sintese de RNA a partir da informacao contida na fita do
DNA.

Abiogénese da metilacdo do DNA-alvo de um siRNAé iniciada com um RNAtranscrito pela enzima Pol
IV, que em seguida é processado pela atividade das enzimas RDR2 (RNA polimerase 2 dependente
de RNA), endonuclease DCL3 (helicase com um motivo RNAse) e HEN1 (Hua enhancer = Small
RNA 2’-O-methyltransferase), originando um siRNA de tamanho entre 21 e 24 nucleotideos, que em
seguida é carregado na proteina efetora Argonauta (AGO). Independentemente dessas reacoes,
a enzima Pol V gera longos transcritos intergénicos nao codantes (Pol V-dependent intergenic
noncoding RNAs, IGN) (Wierzbicki et al., 2008), e ambos, a enzima Pol V e o seu longo transcrito,
facilitam o recrutamento do complexo siRNA/AGO e dos componentes adicionais (RISC) para a
cromatina (RdDM). Essa atividade por sua vez desencadeia o recrutamento e a atividade de novo
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da enzima DNA metiltransferase (DRM2). Além disso, varias outras proteinas, complexos proteicos,
DNA livre e algas entre DNA e histonas sao necessarios para consolidar o processo de recrutamento
de Pol IV e Pol V para o alvo RdDM e a ocorréncia da metilagado. A associacédo de Pol IV em varios
loci génicos é dependente da atividade de SHH1(Protein SAWADEE HOMEODOMAIN HOMOLOG
1) e sua ligacao a histona H3 metilada na lisina 9 (H3K9me). A metilagdo H3K9, por sua vez, requer
a presencga de uma familia de histonas metiltransferases que apresentam o dominio SET (130 a 140
residuos de aminoacidos que interagem com a cromatina), entre elas: SUVH4, SUVH5, e SUVHS6,
que também funcionam como proteinas que se ligam ao DNA metilado. Esse conjunto de fatores
gera algas de DNA e histonas metiladas promovendo a associagao de SUVH4/5/6 com a cromatina.
Isso possibilita a metilacdo de H3K9 ligada a SHH1, facilitando o recrutamento de Pol IV, a producao
de siRNA e a metilagao do DNA, completando e reforgcando a formacao da alca de DNA/histonas.
Por sua vez, a associagao da Pol V com a cromatina € dependente da presenca do complexo DDR
(DNA damage repair) que é composto por DMS3, DRD1, e RDM1, e duas proteinas associadas
(SUVH9 e SUVH2) com afinidade por DNA metilado (He et al., 2014). Isso gera alcas reforgadas nas
quais a metilagdo do DNA promovida pela via RADM é necessaria para o posicionamento correto da
Pol V e a ocorréncia de metilagdes adicionais no DNA.

A metilagdo da citosina desempenha papel crucial no silenciamento génico. A metilagdo no DNA
consiste na adicdo de um radical metil (CH3) no carbono 5 da base nitrogenada citosina (C5me),
quando esta é seguida por uma base guanina. Apds a adigdo do radical metil, a base nitrogenada
metilada passa a se chamar 5-metil-citosina. Essa adicao é feita por enzimas DNA-metil-transferases
(DNMTs) que podem ser de 3 tipos: DNMT3A e DNMT3B, responsaveis por fazer novas metilagcoes
(metilagdo de novo), e a DNMT1 que mantém o DNA metilado. A manutencao da metilacao feita pela
enzima DNMT1 é importante, uma vez que a desmetilagcado do DNA pode ocorrer de forma passiva, ou
seja, naturalmente, ao longo das varias etapas da replicagao. Se ndo houver a atividade da DNMT1,
a citosina sera desmetilada. Além do processo passivo, a desmetilagdo também pode ocorrer pela
atividade enzimatica. Nesses casos, a Methyl-CpG-binding domain (MBD), que possui atividade
desmetilase, liga-se a regides do DNA que contenha uma ou mais citosina/guanina simetricamente
metiladas (CpGs = 5—C—phosphate—G—3’ em uma dupla fita de DNA) e transforma bases de
citosina metilada em citosina (Zhang; Zhu, 2012).

Ametilacao da citosina tem dois padrées distintos: simétrico, quando ocorre em CG e CNG, em que N
€ qualquer base, exceto G, e assimétrico se ocorre em CNN. A metilacdo simétrica € mantida mesmo
apos a replicacao do DNA, enquanto a metilacdo assimétrica deve ser refeita apds a replicacao. A
cada nova copia do DNA, a metilacdo deve ser mantida pela methiltransferase 1 (METT) e requer
a presenca da RNA polimerase 6 dependente de RNA (RDR6) (Eamens et al., 2009; Brocklehurst
et al., 2018). A metilacdo de sequéncia nao-CG é mantida pela Chromomethylase3 (CMT3), que
€ mais ativa na metilagdo de transposons ou sequéncias similares, reduzindo a sua motilidade.
Em Arabdopsis, CMT3 interage com a proteina homoéloga de HP1 (heterochromatin protein 1) e
esse dimero por sua vez interage com histonas metiladas (Tompa et al., 2002; Deng et al., 2016).
A metilacdo da sequéncia CHH persiste pela atividade de novo da enzima Domains Rearrange
Methyltransferase2 (DRM2) (Johnson et al., 2014). Ao longo do genoma somente sequéncias CG,
CHG e CHH podem ser metiladas. O pareamento homologo entre o siRNA e sequéncias de DNA,
particularmente em regides promotoras do gene, induzem a metilagao de citosina, promovendo o
silenciamento da transcricao.
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Modelo de Metilacao de DNA Dependente de RNA em Plantas.

A RNA polymerase IV transcreve o DNA ou dsRNA (viral, por exemplo) para produzir ssRNA
(pequeno RNA interferente) que é copiado a dsRNA pela RDR2 (RNA-dependent RNA polymerase
II), que por sua vez é processado pelo complexo DCL3 (DICER-LIKE 3) com participagcao da DRB
(DOUBLE- STRANDED RNA-BINDING PROTEIN), as sequéncias siRNAs com 24 nucleotideos
que sao metilados na porg¢ao 2’-hidroxil pela RNA metilase HEN1 (HUA ENHANCERH1), e ligado no
AGO4 (Argonauta4). A remodelagdo da cromatina pela DRD1 é essencial para iniciar a transcricao
pela Pol V, que também envolve o fator de elongacao SPT-5 (SPT5I, supressor de inser¢ao de Ty) e
AGO4, o qual interage fisicamente com Pol V e SPT5L no terminal carboxi-WG/WG (vizinhanga de
residuosde triptofano-glicina/glicina-triptofano). Os siRNAligados a AGO4 interagem com o transcrito
nascente da Pol V por pareamento de bases, ativando as enzimas modificadoras da cromatina,
incluindo a metiltransferase DRM2 (DOMAIN REARRANGED METHYLASE 2) ao DNA adjacente
(Moore et al., 2013). A cromatina pode agir como molde da Pol IV aumentando a producgéo de siRNA
gerando assim um feedback positivo para aumentar o silenciamento (Wang; Dennis, 2009).

Em plantas, a desmetilacdo do DNA ¢ iniciada por uma familia de proteinas com atividade de
DNA glicosilases, incluindo Demeter (DME), Repressor de Silenciamento 1 (ROS1), Demeter-like
2 (DML2), e Demeter-like 3 (DML3). ROS1 e DME sao DNA glicosilases bifuncionais que removem
5-metilcitosina (mC) e cliva a cadeia de DNA (Li et al., 2018). Em seguida, o mecanismo de reparo
dependente da existéncia de regides do DNA apresentando bases excisadas [base excision repair
(BER)-dependent mechanism] completa o processo de desmetilagdo por meio do reparo do DNA
com uma citosina nao metilada (Penterman et al., 2007; Zhu, 2009). Contudo, a desmetilagao do
DNA nao é apenas um fenbmeno crucial para a reprogramagao genémica, mas controla a ativacao
génica loc-especifica durante o desenvolvimento de plantas (Hsieh et al., 2009; Li et al., 2018).
Outro mecanismo de ativagcao génica consiste da acetilacao de histonas, em que ocorre a adigéo
de um radical acetil (COCHS3) nos residuos de lisina das histonas em uma reacao mediada por
enzimas Histona Acetil-Transferases (HATs). A acetilagao das histonas resulta na descompactagéo
da cromatina, consequentemente ativando a expressao génica. Por outro lado, enzimas Histonas
Desacetilases (HDACs) retiram o radical acetil, promovendo a compactagao da cromatina e inibindo
a transcrigcao génica.

Uma das caracteristicas gerais do processo de metilacdo de DNA dependente de RNA (RdDM) é
o fato de o sitio de agéo da metilagdo estar em cis, isto é, na sequéncia de homologia reconhecida
pelo siRNA que iniciou o processo. Isso garante que regides proximas a regidao-alvo nao sejam
metiladas e, portanto, ndo sejam afetadas. No entanto, existem evidéncias que indicam que em loci
intergénicos a RDR2 (RNA polimerase Il dependente de Pol IV) pode induzir metilagdo em trans em
alvos nao especificos (You et al., 2013).

O silenciamento de transposons, consequentemente a manutengao da estabilidade genémica, é
umas das fungbes mais bem estudadas da RdDM (Sigman; Slotkin, 2016; Nosaka et al., 2012).
Por outro lado, a metilagao e desmetilacao locus-specifico do DNA e a ativagao de transposons nas
condicoes de estresses abidticos indicam uma importante funcdo da RADM na resposta de plantas
ao estresse (Negi et al., 2016; Joly-Lopez et al., 2017).
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Componentes do Sistema de Silenciamento Génico

A via de silenciamento génico em plantas envolve cinco classes principais de proteinas e grande
numero de proteinas coadjuvantes essenciais para o funcionamento do sistema de regulagéo
endogena da expressao de genes especificos, e defesa contra DNA exdgeno (virus e transgenes)
introduzido na célula (Figura 3; Tabela 1). As quatro classes s&o: RNA polimerases (Pol IV e Pol V)
dependentes de RNA (RNA-dependent ribonucleases, RDRs), Ribonucleases Dicer-like (DCLs),
HUA ENHENCER (HEN1), proteinas Argonautas (AGOs) e proteinas ligadoras de dsRNAs (dsRNA-
binding proteins, DRBs) (Qu et al., 2008).

nucleo
Pol IVb
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IRRE Pol IVa

,I.: ,l’ 7_> Rm
1 "‘ A w‘,{ ssRNA

RDR2/6 —>Sintese de dsRNA
| DCL2/3/4 | —>Dicing
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Figura 3. Esquema das diferentes etapas do processo de silenciamento génico transcricional (TGS) por
metilagdo do DNA dependente de siRNA (RdDM) e algumas moléculas protagonistas nesse processo.

No diagrama estao representadas as etapas do silenciamento génico. Em (1) esta sendo mostrado
o modelo aceito atualmente para a biogénese do siRNA (21 nucleotideos representados em esferas
azuis). Pol IV reconhece regides heterocromaticas no DNA onde existem ligacbes de SAWADEE
HOMEODOMAIN HOMOLOG 1 (SHH1) (Law et al., 2013), e transcreve moléculas de precursoras
de RNA que em seguida sao processados pela RNA polimerase Il dependente de RNA (RDR2)
originando RNAs dupla fita (dsRNAs). Em (2), as moléculas de dsRNAs sdo posteriormente clivadas
pela enzima DCL2/3/4 (dicer-like) para produzir siRNAs com 21-25nt contendo um nocleotidio livre
em cada extremidade 3’ (Matzke; Mosher, 2014). Proteinas ligadoras de RNA (DRB4) estabilizam
o dsRNA (RNA duplex) que em seguida é metilado por HEN1. Em (3), o citoplasma AGO4 (6,7) se
liga ao dsRNA em uma reacao mediada por chaperones moleculares (HSP70 e HSP90) e outras
RNP (RiboNucleoproteinas) (Earley; Poethig, 2011). Em seguida, apenas uma das duas cadeias do
dsRNA, complementar ao RNA ou DNA-alvo, é selecionada e permanece ligada ao RISC. A outra
cadeia, denominada de “passenger” é provavelmente degradada. O mecanismo pelo qual uma das
cadeias é retida no RISC ainda é desconhecido. Evidéncias indicam que o dominio MID de AGO4
reconhece e seleciona uma das cadeias do dsRNA com instabilidade termodinamica (Nakanishi,
2016). Em (4), no nucleo, o complexo RISC reconhece a sequéncia do RNA-alvo sintetizado pela
POL V que é complementar ao siRNA. A associagao de POL V com a cromatina requer a presenca
do complexo DDR (SUVH2/9, RDM1, DMS3 e DRD1) e de duas proteinas (SUVH9 e SUVH2)
que se ligam ao DNA metilado. Em (5) estdo sendo representadas as proteinas envolvidas na
remodelacao da cromatina por meio da metilagcado do DNA e histonas
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Tabela 1. Principais componentes enzimaticos e ndo enzimaticos do sistema de silenciamento génico transcricio-
nal e pés-transcricional de eucariotos. (Continua)

Gene

SUVH4, SUVH5 e SUVH6
Histonas metiltransfe-
rase

SHH1 - SAWADEE HO-
MEODOMAIN  HOMO-
LOG 1

*H3K9me - Histona H3
metilada na lisina 9; H3K-
9me2 - Histona H3 dime-
tilada na lisina 9

RDR2 - RNA-dependent
RNA polymerase |l

CLASSY 1

Familia de proteinas re-
modeladoras de croma-
tina

DCL2; Dicer-like 2

DRB4 - Double-stranded
RNA Binding protein

HEN1 - sRNA 2’-O-metil
transferase

AGO - Argonauta

Hsc70 proteina 8
(HSPA8) - HSP71 cog-
nata

HSP90 — Heat shock pro-
tein

CYP40/SQN - complexo
Cyclophilin 40 e SQUINT
(SQN)

*WG/GW - Motivos repe-
tidos (Triptofano- Glicina/

Glicina-Triptofano) em
proteinas

SD5

SGS3 (suppressor of

gene silencing 3)

RDR/RARP - RNA poli-
merase dependente de
RNA (RDR)

Funcao

- Familia de proteinas com dominio SET e atividade de Histo-
na metiltransferases.

- Necesssarias para a metilagdo H3K9 e também funcionam
como proteina ligadora ao DNA metilado.

- Interage com Pol IV e determina a sua ligacdo com o locus
que devera ser transcrito.

- Presentes no sitio de inicio da transcricédo de genes ativos.
- Necessarias para ligagédo de Pol IV na regido de promotor.
- Recrutam RNAI para a cromatina e promove a amplificagéo
de sRNA.

- Sintese da cadeia complementar de RNA transcrito por Pol
IV.

- Proteina remodeladora de cromatina que se liga a RDR2.

- Cliva moléculas de RNA dupla fita (dsRNA) produzindo mo-
léculas pequenas de RNA duplex (siRNA).

- Associa com a proteina Dicer-like (DCLs) e esta envolvida
na biogénese de miRNA ou trans-acting-siRNA (tasiRNA) em
plantas.

- Biogénese de miRNA.
- Metilagcdo da extremidade 3’ de siRNA duplex.

- Componente essencial de RISC.

- Se liga ao siRNA duplex, seleciona uma das fitas e degrada
a outra (passenger).

- Cliva o mRNA na regido complementar ao siRNA ligado a
ela.

- Hsc70 e Hsp 90 promovem a ligagdo de dsRNA no comple-
xo RISC em uma reacgao dependente de ATP.

- Interage com SQN e Hsp90 citoplasmatica ativando AGO.
- Facilita a montagem do complexo RISC, promovendo o si-
lenciamento génico mediado por miRNA.

- Repeticdes encontradas em varias proteinas envolvidas em
silenciamento génico (Argonauta), e também na subunidade
maior (NRPE1) da RNA Pol V de Arabidopsis.

- Recruta proteinas ARGONAUTE (AGO) para o silenciamen-
to.

- Cofatores de RDRs (RNA-dependent RNA polymerases).

- Amplificam o sinal de silenciamento génico, gerando siR-
NAs secundarios e dispersando o silenciamento para outros
orgaos da planta.

- O dominio RdRP cataliza a formagédo de dsRNA a partir de
ssRNA.

- Sdo mediadoras de reagbes primer-dependente e primer-
independente no mecanismo de silenciamento por RNA.

Descrigao

Zhou e Law (2015)

Jaetal. (2013)
Law et al. (2013)

Barski et al. (2007)
Zong et al. (2009)

Makeyev e Bamford

(2002)
Smith et al. (2007)

Matzke e Mosher (2014)

Han et al. (2004)
Adenot et al. (2006)
Manavella et al. (2012)

Li et al. (2005)

Hutvagner e Simard

(2008)

Iwasaki et al. (2010)

Earley e Poethig (2011)
Fang e Qi (2016)

El-Shami et al. (2007)

Karlowsk (2011)
Zielezinski e Karlowski
(2017)

Jauvion et al. (2010)

Wassenegger e Krczal
(2006)
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Tabela 1. Principais componentes enzimaticos e ndo enzimaticos do sistema de silenciamento génico transcricio-
nal e pds-transcricional de eucariotos. (Continua)

Gene
proteina multidominio
SPT5L/KTF1 (KOW

domain-containing Tran-
scription Factor 1)

SPT4 (Zinc finger pro-
tein)

DRM2 - Domains Rear-
ranged Methyltransferase
2

RDM2 - RNA-directed
DNA methylation 2

RDRG6 - RNA polimerase 6
dependente de RNA

SWI/SNF - SWitch/Su-
crose Non-Fermentable

IDN/IDP - INVOLVED IN
DE NOVO 2 (IDN2)-IDN2
PARALOGUE (IDP) com-
plex

UmubD/
UmuC
Subunidades de POL V

RecA — Enzima de re-
combinacao homologa A

SUVH2/SUVH9 - SET
domain-containing
SU(VAR)3-9  homologs
SUVH2 and SUVH9

Funcao

- SPT5L, também denominada como KTF1 é similar ao fator
SPT5 de elongacéo da transcricao.

- Associa-se com as RNA polimerases IV (RNAPIV) e V
(RNAPV) facilitando a elongacao.

- Constitui um fator acessorio da RdDM.

- SPTL5 interage com AGO4 e com a proteina “dedo de zin-
co” SPT4, modulando TGS em Arabidopsis.

- Interage com SPT5L/KTF1 para modular o silenciamento
génico.

- SPT4/SPT5 sao fatores de elongagéo da transcrigao (TEF)
que interagem diretamente com a RNA polimerase Il (RNA-
Pll) para regular a sintese do RNA.

- Em Arabidopsis, SPT4 interage com SPT5L/KTF1 modulan-
do o silenciamento génico transcricional.

- DRM2 ¢ a principal de novo DNA metiltransferase na rota
do RdDM.
- Desempenha papel catalitico.

- RDM2, juntamente com NRPD1, NRPE1, - NRPD2a, HEN1,
e DRD1 sdo componentes do RdADM e funcionam somente na
via siRNA-dependente no silenciamento transcricional.

- Envolvida na biogénese do siRNA.
- Desempenha papel crucial no PTGS e resisténcia natural
aos virus.

- SWI/SNF é um complexo de remodelagdo de nucleossomos
encontrado em eucariotos.

- Apresenta atividade ATPase dependente de DNA.

- As interagdes do complexo SWI/SNF com a cromatina pos-
sibilita a ligagéo dos fatores de transcrigdo, consequentemen-
te aumentando a transcricao.

- Complexo paralogo IDN2—-IDN2 (IDP) estabiliza o parea-
mento do arcabolso de siRNA (siRNA-scaffold), o qual liga
RNA e interage com o complexo remodelador de cromatina
SWI/SNF que contem a subunidade SWI3B do complexo
SWI/SNF, e dessa forma participa do silenciamento transcri-
cional mediado pela POL V alterando o posicionamento dos
nucleossomos.

- O homodimero UmuD e o monémero UmuC da Pol V for-
mam o complexo proteico.

- UmuD’2C que previne danos ao DNA ao retardar as reacoes
de reparo de erros da molécula.

- A familia de proteinas RecA reconhece sequéncias homolo-
gas no DNA gendmico.

- Dominio helicase com atividade de ATPase presente em
proteinas com atividade de desenovelamento de DNA e mon-
tagem do complexo de spliceossomo.

- Fator obrigatério para induzir a atividade de reparo de pol V
para mutagénese SOS.

- Cataliza a metilagdo do residuo de lisina da histona H3
(H3KO9).

- Interage com o complexo DDR (DMS3, DRD1, RDM1) re-
modelador de cromatina e com o complexo composto pela
proteina da familia Microrchidia (MORC) MORC1 e MORCS.
- SUVH2 e SUVH9 se ligam ao DNA metilado no locus RdDM
e interagem com o complexo DDR recrutando a Pol V no lo-
cus RADM para produzir RNAs n&do codantes.

Descrigao

Huang et al. (2009)
Sussman (2015)

Dirr et al. (2014)
Qietal. (2019)
Kollen et al. (2015)

Cao et al. (2003)
Naumann et al. (2011)

He et al. (2009)

Peragine et al. (2004)

Neigeborn e Carlson

(1984)
Decristofaro et al. (2001)

Ausin et al. (2009)

Sutton e Walker (2001)

Kowalczykowski (2000)
Akay et al. (2017)

Law e Jacobsen (2010)
Liu et al. (2014)
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Tabela 1. Principais componentes enzimaticos e ndo enzimaticos do sistema de silenciamento génico transcricio-
nal e pés-transcricional de eucariotos. (Continua)

Gene Funcéao Descricao
RDM1 - RNA-Directed - Liga-se a cadeia simples de DNA metilado Law et al. (2010)
DNA - E componente do complexo DDR.
Methylation 1 - E necessaria para o recrutamento da Pol V para o locus
RdDM.

- Responsavel pelo acimulo de RNAs nao codantes produ-
zidos pela Pol V.
- Envolvida na via de reparo de DNA.

DRD1 - defective in RNA- - Pertence a subfamilia SWI2/SNF2 de remodeladores de Wierzbicki et al. (2008)
directed DNA methylation  cromatina. Zhong et al. (2012)

- Facilitata a dindmica da regulacao da metilacao do DNA.

- Membro do complexo de remodelagem da cromatina.

DMS3 - MERISTEM SI- - Componente do complex RdDM provavelmente facilitando Kanno et al. (2008)
LENCING 3 (DMS3) modificagbes epigenéticas mediadas por RNAIi envolvendo

siRNAs secundarios e ampliando a metilacdo do DNA.

- Envolvida na montagem do complexo de inicio da transcri-

¢éo pela RNA polimerase V (Pol V) e complexos de elonga-

¢ao na cromatina.

- Necessaria para a metilagao de novo do DNA.

MORC1/6 (Microrchidia)- - Associa-se com SUVH2 e SUVH9 promovendo a ligacdo de Liu et al. (2014)
ATPase da familia da PolV aoloco RdADM. Moissiard et al. (2014)
adenosina trifosfatase Participa do silenciamento génico transcricional.

- Confere resisténcia basal, non-host resistance e resisténcia

sistémica adquirida (SAR).

- Liga DNA/RNA de modo ndo especifico e exibe atividade

exonuclease.

- Esta provavelmente envolvida no reparo de DNA.

- Importante repressor de transposons.

* Componente ndo enzimatico do silenciamento génico.

RNA Polimerase IV (Pol IV) e RNA Polimerase V (Pol V)

RNA polimerases sado holoenzimas de elevado peso molecular que apresentam subunidades
cataliticas e regulatérias (Zhou; Law, 2015). Entre o conjunto de RNA polimerases existentes em
organismos eucariotos, a enzima RNA polimerase Il (Pol Il) € a mais bem caracterizada, mas o
mesmo nao € verdadeiro para as enzimas Pol IV e Pol V. Sabe-se, por exemplo, que a primeira e a
segunda subunidades de Pol Il formam o centro catalitico e varias subunidades menores controlam
aspectos importantes do funcionamento da enzima (Wierzbicki et al., 2012). Contudo, em Pol IV
e Pol V, a fungao das subunidades menores permanece desconhecida, e isso inclui a selegcao do
molde para reconhecimento da enzima, o fator de iniciagdo, elongacéo, fidelidade transcricional,
terminacgao e processamento do RNA (Pikaard; Tucker, 2009; Ream et al., 2009). A estrutura de Pol
IV e Pol V de milho com suas subunidades associadas pode ser observada na Figura 4.
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Figura 4. Esquema da estrutura das enzimas Pol IV (A) e Pol V (B) do milho. As cores iguais indicam as
subunidades conservadas nas duas enzimas e a cor diferente mostra a subunidade diferente em ambas as enzimas
(ZmNRPD1 e ZmNRPE1). O asterisco indica a subunidade 12 que esta presente na Pol |, Il e lll e nas enzimas Pol
IV e Pol V de Arabidopsis, mas que nao foi identificada em Pol IV e Pol V de milho apds purificagdo por cromatogra-
fia de afinidade (Haag et al., 2014).

Endonuclease Dicer (Dicer-like)

Dicer ¢ uma familia de enzimas com atividade de endonuclease (RNAse lll-like) que cliva
especificamente moléculas de RNAduplafita (dsRNA) ou RNAde fita simples apresentando estruturas
em alca (loop) como pode ser observado nos precursores dos microRNAs. Apds a clivagem séo
originadas moléculas pequenas de RNA contendo entre 20 e 30 nucleotideos, denominados por
miRNAs e siRNA, que estao envolvidos no silenciamento génico transcricional e pds-transcricional.

As endonucleases Dicer dependentes de RNA (type IIl RNA endonuclease DICER) desempenham
papel importante fornecendo o RNA inicial, ou substrato, para ativacdo do complexo RISC. Quando
Dicer cliva o pre-miRNA na conformacao de alga, ou o0 dsRNA, sao formados fragmentos de RNA
dupla fita com 20 a 25 nucleotideos que apresentam dois nucleotideos livres nas duas extremidades
3' de cada molécula formada. Apenas uma das cadeias do RNA dupla fita € incorporada ao complexo
RISC. Essa cadeia simples, ou fita guia, é selecionada por proteinas da subfamilia Argonauta com
atividade de RNAse e que constituem a unidade catalitica do complexo RISC (Preall et al., 2006).

As proteinas Dicer sdo altamente conservadas em todos os organismos eucariotos até agora
estudados. Em plantas, essas proteinas sdo denominadas por Dicer-like (DCL) e apesar de
apresentarem algumas diferengas em relagdo ao grupo dos animais, todas possuem os mesmos
dominios funcionais (Fukudome; Fukuhara, 2017). Dicer apresenta quatro dominios distintos: 1 -
dominio helicase aminoterminal; 2 - motivo duplo de RNAse Il na extremidade carboxiterminal, cuja
atividade origina miRNA, siRNA (small interfering RNAs), tRF (transfer RNA-related fragments),
sdRNA (stable derived small non-coding nucleolar RNA (snoRNA), rasiRNA (repeat-associated
siRNAs), riRNA (repeat-induced small RNAs) e sCNG (small CNG-repeated RNAs); 3 - dominio
de ligacao de dsRNA; 4 - dominio PAZ com aproximadamente 110-130 residuos de aminoacidos,
presente em proteinas que se ligam ao RNA tais como Ago e Piwi, cuja fungéo parece ser a de
facilitar a interacao proteina/proteina que participa do complexo de formacao dos sRNAs (Song;
Rossi, 2017) (Figura 5). A ativacao de Dicer é dependente de ATP, e a perda da fung&o de Dicer
inibe o processo de silenciamento génico in vitro (Fukudome; Fukuhara, 2017; Song; Rossi, 2017).
Em Arabidopsis thaliana, essa familia esta representada por cinco proteinas (DCL1 a DCL5) que
apresentam atividades distintas. DCL1 determina a producdo de miRNA e sRNA contra sequéncias
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de DNA apresentando repeticbes invertidas. DCL2 gera siRNA de cadeias antissenso em relagcéo
aos transcritos (atua em cis) com 22 nucleotideos que estdo envolvidos na imunidade e defesa
viral, DCL3 gera siRNAs com 24 nucleotideos que participam de modificacdes estruturais da
cromatina (metilagdo de DNA e histonas e rearranjo estrutural de cromatina), e DCL4, responsavel
pelo metabolismo de siRNA, gerando moléculas com 21 nucleotideos que atuam em trans no
silenciamento génico pds-transcricional (Xie et al., 2004; Liu et al., 2009; Xie; Yu, 2015; Roy;
Datta, 2017). DCL5 (previamente designada por DCL3b) processa moléculas longas de RNA néo
codificantes, os IncRNAs (Long non-coding RNAs), gerando miRNAs (microRNAs primarios) que
por sua vez originam siRNAs secundarios conhecidos como phased siRNAs (phasiRNAs = tasiRNA-
like siRNAs) e tasiRNAs (phased trans-acting siRNA) de 24-nucleotideos (Nagano et al., 2013;
Béhmdorfer et al., 2014; Jarroux et al., 2017; Kakrana et al., 2018; Zhang et al., 2018).

Dominio helicase
DUF283 PAZ RNase llla/b dsRBD

DEAD/helicase C

Figura 5. Representagdo esquematica da proteina DICER/DCL. A extremidade N-terminal da proteina possui
atividade de helicase, necessaria para o relaxamento da dupla cadeia de acidos nucleicos. Os dominios DUF283
(aminoterminal) presentes apenas em proteinas DICER, e dsRBD (carboxiterminal) sdo os dominios de ligagao
de RNAs dupla fita, sendo fundamentais para o posicionamento correto do dsRNA e, consequentemente, para o
funcionamento correto de DICER. Em plantas, o dominio dsRBD estéa duplicado, conforme representado, e também
esta envolvido no controle da especificidade dos produtos sRNA. O dominio PAZ reconhece dsRNA que apresentem
dois nucleotideos livres nas extemidades 3’, possibilitando sua interagcdo com DICER. Os dominios cataliticos com
atividade de RNaselll formam um pseudo dimero em torno do dsRNA para iniciar a clivagem das cadeias de RNA.

HUA ENHENCER

HUA ENHENCER (HEN1) e suas homodlogas sdo RNA metiltransferases que modificam as
extremidades 3’ de duplex siRNA/siRNA e miRNA/Mirna, preferencialmente contendo 21-24
nucleotideos e 2 nucleotideos livres nas extremidades 3’. Em seguida HEN1 metila o grupo 2'OH
do nucleotideo terminal (2'OMe), e essa metilagdo funciona como um ativador dessas moléculas
pequenas de RNA que passam a funcionar como iniciadores (primers) para extensdo da cadeia
de RNA via RdRP. Essa etapa é imprescindivel para o ciclo seguinte do silenciamento génico
(Yang et al., 2006; Huang et al., 2009). HEN desempenha papel crucial no desenvolvimento de
plantas (Chen et al., 2010) e na resisténcia aos virus (Mourrain et al., 2000). HEN1 foi caracterizada
bioquimicamente, sendo possivel verificar que ela metila miRNAs dupla fita e siRNAs para atuarem
como iniciadores (primers) para que RdRPs gerem mais siRNAs (Yang et al., 2006). Segundo
Yang et al. (2006), a presenca de 2'OMe em siRNAs de plantas pode influenciar, positivamente ou
negativamente, a habilidade de RdRPs usarem os siRNAs como iniciadores.

Familia de Proteinas Argonautas (AGO) e PIWI

As proteinas da familia Argonauta (AGO) desempenha papel-chave na via de RNA interferéncia
(RNAI) e estdo envolvidas na regulagdo da expresséo génica transcricional e pds-transcricional,
além de desempenhar a fungao de manter a integridade genémica (Bajczyk et al., 2019). As
primeiras proteinas da familia Argonauta (AGO) foram descritas em plantas (Hock; Meister, 2008),
e posteriormente, foram também identificadas em diferentes grupos de organismos eucariotos.
Inicialmente elas foram referidas pelo nome de proteinas PAZ em razdo da existéncia de um
dominio Unico na parte central da proteina presente em trés membros dessa familia: Drosophila P
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ELEMENT-INDUCED WIMPY TESTIS (PIWI), “Arabidopsis ARGONAUTE1”, (AGO1) e “Arabidopsis
ZWILLE”, (ZLL) (Vaucheret, 2008; Fang; Qi, 2016). Todos os membros dessa familia compartilham
quatro dominios estruturais: o dominio amino-terminal, pouco conservado; PAZ (Piwi-Argonauta-
Zwille); Mid (do inglés, middle) e PIWI (Figura 6). O dominio PAZ possui uma conformacéo OB
(oligonucleotide/oligosaccharide binding fold, OB fold) que possibilita a ligacdo de proteinas AGO
aos acidos nucleicos de cadeia simples (ssDNA) (Flynn; Zou, 2010).

As proteinas da familia AGO sao classificadas em duas subfamilias: AGO e Piwi (Tolia; Joshua-
Tor, 2007; Rodriguez-Leal et al., 2016). As proteinas PIWI (Drosophila P ELEMENT-INDUCED
WIMPY TESTIS) foram inicialmente identificadas em Drosophila, e posteriormente em varios
grupos de organismos (Lin; Spradling, 1997; Ku; Lin, 2014). Esse grupo de proteinas regulatorias
€ responsavel pela manutencao das células germinativas (self-renewal) ou gonadais, inibindo a
atividade de elementos transponiveis e determinando o destino das linhagens celulares durante o
desenvolvimento e gametogénese (Cox et al., 1998). Na maioria dos organismos, a expressao das
proteinas PIWI esta restrita as linhagens de células germinativas, onde se ligam as proteinas que
interagem com PIWI (Piwi-interacting proteins (piRNAs), regulando principalmente a atividade de
transposons e outros alvos para manter a integridade gendémica (HOck; Meister, 2008; Suzuki et al.,
2012).

A
mRNA
B
m’G Residuo catalitico
Sitiode Sitiode Atividade de
ligagao 3’ ligacaocap RNAse
RFY FFKQK D D H
[\ = PAZ === Mid PIWI

Figura 6. Esquema mostrando a estrutura da proteina Argonauta (AGO). Em (A) esta sendo representada a
estrutura da proteina Argonauta e sua interagdo com o substrato sSiRNA/mRNA. O dominio N-terminal de reconhe-
cimento da extremidade 5 do mRNA ¢ ligado ao dominio PAZ pelo linker L1. O linker L2 conecta PAZ e o dominio
Mid, seguido do dominio catalitico PIWI, situado na regiao carboxiterminal da proteina. Em (B), no dominio PAZ,
os residuos R (arginina), F (fenilalanina) e, Y (triptofano) sdo responsaveis pela ligagao do terminal 3’ do siRNA
ou miRNA a proteina. No dominio Mid, os residuos K (lisina) e Q (glutamina) sdo necessarios para a ligagao da
extremidade 5’ do siRNA e pela ligagdo ao cap 7-metilguanina (m’G) do mRNA-alvo. O dominio PIWI| apresenta a
atividade catalitica de AGO, mostrando os residuos da triade catalitica Asp-Asp-His/Asp (DDH/D), sendo D (acido
aspartico) e H (histidina).
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As proteinas Piwi que se ligam ao RNA (RNA-binding proteins) sao altamente conservadas entre os
diferentes grupos de organismos. Na literatura, varios autores consideram que todas as proteinas
que apresentam o dominio PIWI devem ser definidas como proteinas PIWI, enquanto outros
diferenciam esse grupo entre Argonautas, que possuem o dominio piwi, e proteinas estritamente
PIWI, ou seja, devem ser consideradas como PIWI somente aquelas proteinas restritas a linhagem
germinativa e que desempenham o papel de silenciamento de elementos moéveis, impedindo a
ocorréncia de variacdes somaticas epigenéticas nas células que originam os gametas masculino e
feminino.

Em leveduras e plantas, que nao apresentam proteinas da subfamilia Piwi, uma estratégia evolutiva
diferente possibilitou a adaptacao desses organismos para executarem mecanismo de silenciamento
génico envolvendo sRNAs. Nesses casos, o silenciamento génico é operado inteiramente por varias
proteinas da subclasse Argonauta (Bohmert et al., 1998; Carmell et al., 2002; Llave et al., 2002;
Hutvagner; Simard, 2008; Peters; Meister, 2007).

Varios estudos demonstraram que as proteinas da subfamilia PIWI, mas nao as proteinas AGO,
apresentam metilacdo no residuo arginina e que ela é feita pela metiltransferase 5 (dPRMT5,
PRMT5-mediated arginine methylation), conhecida também como “Capsuleen/Dart5”, gerando
argininas simetricamente dimetiladas (sDMAs) na regiao N-terminal de PIWI (Kirino et al., 2009;
Reuter et al., 2009; Vagin et al., 2009). As argininas dimetiladas de PIWI funcionam como motivos
de ligagdo para TDRDs e desempenham papel crucial para o funcionamento de PIWI. Contudo,
em plantas foi observado que algumas proteinas AGO (AGO2, AGO3, e AGO1 de Arabidopsis)
apresentam um grande numero de repeticdes RG/GR, que possibilitam a atividade de metilagéo
pela PRMT5 e a subsequente ligacdo de AGO as proteinas Tudor (Zaratiegui et al., 2007; Hu et al.,
2019). Recentemente, em Arabidopsis foram identificados dois genes piwi-like imprescindiveis para a
manutencao das células meristematicas (Rojas-Rios; Simonelig, 2018). Em plantas, a proteina AGO1
esta claramente envolvida na degradagcdo de RNA mediada por miRNA e desempenha papel central
na morfogénese e sua atividade é regulada por miRNA. Em algumas espécies ela é fundamental
para o silenciamento epigenético. A proteina AGO4 nao esta envolvida na degradacdo de RNA
mediada por RNAI, mas participa da metilacado de DNA e outras formas de regulgdo epigenética da
via que envolve smRNA (small RNA). Em A. thaliana também ficou demonstrado que AGO4, guiada
por siRNAs heterocromaticos, esta envolvida no silenciamento de repeti¢cdes invertidas distribuidas
ao longo do genoma por meio de metilacdo do DNA. Assim, siRNAs heterocromaticos se ligam a
AGO4 e em seguida esse complexo associa-se com H3K9-Me promovendo a metilacdo do DNA,
silenciando regides repetitivas no genoma (Heilersig et al., 2006b). Outras proteinas da familia
AGO, tais como AGO7 e AGO10 atuam em diferentes etapas dos processos de desenvolvimento
de plantas. Contudo, a proteina AGO7 nao participa do silenciamento génico de transgenes (Meins
et al., 2005).

Complexo Indutor do Silenciamento Génico (RISC)

RISC (RNA inducing silencing complex) € um complexo multiproteico de aproximadamente 500 kDa
formado por proteinas e uma das cadeias de RNA interferente (siRNA) ou microRNA. Contudo, a
estrutura completa de RISC ainda nao foi completamente resolvida. Diferentes estudos relatam
variagdes no tamanho e no numero de componentes de RISC e isso pode ser atribuido a existéncia
de diferentes tipos de complexo RISC ou decorrente das diferentes fontes e técnicas empregadas
para o isolamento de RISC (Hu et al.,, 2018). Sabe-se que o componente ativo de RISC sé&o
endonucleases denominadas por ARGONAUTAS (AGO) que utilizam siRNA ou microRNA como
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molde para reconhecimento do RNA-alvo e promover a sua clivagem e degradacdo. O complexo
RISC também apresenta atividade RNA helicase responsavel por desfazer as hélices de RNAs dupla
fita. AGO incorpora o dsRNA no complexo RISC em uma reacéao dependente de ATP e chaperones
moleculares (HSP70 e HSP90) (Earley; Poethig, 2011). E, em seu interior, os dsRNA (siRNA ou
miRNA) de dupla fita gerados por Dicer sdo desenrolados e apenas uma das cadeias € utilizada
como molde para encontrar a fita de RNA-alvo que sera degradado. Apds o pareamento de siRNA
com a sequéncia complementar do RNA, a atividade de RNAse de RISC é ativada e o RNA-alvo
€ clivado. Esse processo é importante para a regulagao génica mediada por microRNAs e para a
defesa contra infecgbes virais, os quais utilizam RNA dupla fita como vetor infectivo.

Em plantas, a proteina HLY1 (HYPONASTIC LEAVES 1) que se liga a RNA dupla fita € importante
para selecionar uma das cadeias de dsRNA que sera usada como molde para o silenciamento
génico (Vazquez et al., 2004; Eamens et al., 2009). Além de HLY1, a proteina dedo de zinco C2H2
(Zinc finger, SERRATE, SE) é necessaria para regulacéo génica e desenvolvimento normal do caule
(Lobbes et al., 2006; Jia et al., 2017). Em animais existem evidéncias de que a fita do dsRNA usada
como guia é sempre aquela que apresenta a menor estabilidade termodindmica no penultimo e
antipenultimo nucleotideos na extremidade 5’ (Prigge; Wagner, 2001; Matranga et al., 2005; Rand et
al., 2004). Lisowiec-Wachnicka et al. (2019) encontraram que ambas as fitas do dsRNA sao usadas
como antisenso e que a presenga de um nucleotideo modificado em uma das cadeias determinava
a escolha de apenas uma das fitas do dsRNA como guia para o silenciamento génico.

Todos os RNA virais formam dsRNA em uma das etapas de replicagao e o reconhecimento dessas
moléculas pelo sistema silenciamento génico pos-transcricional (PTGS) da planta € essencial
para impedir a multiplicagdo viral. siRNAs resultantes da degradagdo do dsRNA viral s&o usados
para enderecar novas particulas virais e por isso o processo também é reconhecido como sistema
de silenciamento em cis (Robalino et al., 2005; Sassaki et al., 2005; Escobar; Dandekar, 2013;
Weinheimer et al., 2015).

Descricao de RdDM em Plantas

O fendbmeno RdDM foi descrito inicialmente em plantas por Wassenegger et al. (1994) que
observaram que o cDNA do potato spindle tuber viroid (PSTVd) introduzido em tabaco foi metilado
apos a integracado no genoma e que a regido flanqueadora do T-DNA e o DNA gendmico da planta
permaneceram desmetiladas. Atualmente é conhecido que durante o processo de metilagéo,
moléculas de RNA dupla fita (dsRNAs) sdo processadas, gerando pequenos nucleotideos de RNA
interferentes (siRNAs), cujos tamanhos variam entre 21 e 25 nucleotideos e esses siRNA guiam
a metilacao de locis homdlogos. Em plantas, dsRNAs podem ser gerados em quatro situacdes
distintas: presenca de produtos intermediarios da replicacéo viral; produtos endogenos de RNA
gerados pela RNA polimerase; transcritos de repeticbes invertidas; e elementos transponiveis
(Zhang et al., 2007; Bender, 2012; Dalakouras; Wassenegger, 2013).

Além das moléculas de siRNA, existe grande numero de proteinas envolvidas no processo de RdDM,
tais como Argonautas, DNA metiltransferases (DNMTs), complexos proteicos de remodelagem
de cromatina, e as enzimas Polimerase IV e Polimerase Il e V. Esse complexo proteico atua nas
diferentes fases do processo de metilagdo do DNA por meio da adicdo de um grupo metil na posigéao
5’ da citosina. Em plantas, diferente do que ocorre nos animais, todas as sequéncias (CG, CHG,
CHH) podem ser metiladas (Law et al., 2010; Haag; Pikaard, 2011). As proteinas da via RdDM
atuam em uma ordem hierarquica (Pol IV, RDR2, DCL3, AGO4, Pol V), alteragbes em qualquer uma
dessas etapas inviabilizam o silenciamento génico (Pontes et al., 2006) (Figura 7).
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Figura 7. Esquema das etapas do silenciamento génico transcricional. O processo inicia-se com um RNA
enddgeno (transposons, repeticdes invertidas) ou exdgeno (RNA viral) de cadeia simples. Em seguida, ocorre
a duplicagéao da fita, originando o dsRNA que é clivado por DICER, formando pequenos dsRNA de aproximada-
mente 21 nucleotideos.

Em plantas, o sistema AGO/RISC seleciona a fita complementar que sera recrutada pelo RNA
nascente ndo codante, sintetizado pela Pol V. Apds o pareamento RNA nascente/siRNA outras
enzimas (nao representadas) metilam o DNA-alvo em uma reagao conhecida como “processo de
metilagao do DNA acoplado a transcrigdo génica. Na planta modelo Arabidopsis, a polimerase IV
interage com a RNA polimerase RNA-dependente (RDR2) e essa atividade conjunta da Pol IV-
RDR2 origina dsRNAs que em seguida s&o reduzidos a 24nt (siRNAs) pela enzima DICER, DCL3
(Herr et al., 2005; Haag et al., 2012). Diferentemente em milho, Pol IV/Pol V associam-se com
MOP1, RMR1, AGO121, Zm_DRD1/CHR127, SHH2a, e SHH2b gerando paramutagdes (Haag et
al., 2014).

Nos vegetais, a via RADM pode levar ao silenciamento transcricional de transposons e regides
repetidas endogenas (Kollen et al., 2015). Nessa rota ocorre a geracdo de RNAs pequenos e
longos que séo sintetizados por duas RNA polymerases (RNAPs): RNAPIV and RNAPV (Onodera
et al., 2005; Ream et al., 2009; Haag; Pikaard, 2011). RNAPIV produz precursors de siRNAs de
24-nt que se ligam a ARGONAUTE4 (AGO4) e interage com os RNAs ndo codantes transcritos
pela RNAPV. Isso resulta na metilagdo de novo do DNA no lIécus homdlogo. Em seguida, os
ativadores pés-traducionais de histonas que estdo ligados a elas sdo removidos e substituidos
por novos marcadores repressivos levando a modificagdo do DNA do estado de eucromatina para
heterocromatina inacessivel a transcricao (Wyrick et al., 1999; Kéllen et al., 2015; Hesson et al.,
2014).

A metilacao de DNA dependente de RNA (RdDM) em plantas é direcionada por pequenos RNAs
interferentes (siRNAs) que iniciam as reac¢des que levam a metilagdo de regides promotoras
homologas as suas sequéncias. Esse processo ocorre em trés fases distintas: sintese de siRNAs,
producao do arcaboucgo de RNA (scaffold) e reconhecimento e ligagdo do siRNA no complexo
Argonauta (AGO/RDM2/KTF1/SPT5L/SPT4) que direciona a metil transferase RDM2 (Domain
Rearranged Methyl Transferase 2) ao sitio de metilagdo do DNA (Zhang; Zhu, 2011, 2012). Tanto
Pol IV quanto Pol Il podem gerar RNA arcabougo no processo de metilagdo de DNA dependente de
RNA. No entanto, a grande subunidade de Pol IV (NRPE1, Nuclear RNA Polymerase E1) parece
ter maior participagcdo nesse processo. Pol Il geraria arcabougos de RNA em regides intergénicas
com poucas sequéncias repetitivas (Zheng et al., 2009). De qualquer modo, parece evidente que
o processo final de metilagdo do DNA dependente de RNA envolve a acao de Pol Il, Pol IV e
Pol V de modo cooperativo para a sintese do arcabouco de RNA. A atividade de Pol Il e Pol V é
dependente de DRD1 (Defective in RNA-directed DNA methylation 1), o hinge domain da proteina
DMS3 (Defective meristem silencing3) e RDM1 (Kanno et al., 2004; Zheng et al., 2009; You et al.,
2013; Zhou; Law, 2015; Wendte et al., 2019).
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Além das RNA polimerases |, Il e lll dependentes de DNA, responsaveis pela transcricdo de RNA
mensageiros (MRNA) e RNA transportadores (tRNA), as plantas tém duas outras RNA polimerases
(Pol IV e Pol V), que transcrevem RNAs nao codantes e, portanto, estdo envolvidas no silenciamento
transcripcional, através da rota de metilagdo de DNA dependente de RNA (RdDM) (Zhou; Law,
2015). A Pol IV produz um RNA usando como molde sequéncias repetitivas, transposons contendo
histonas ou DNA metilados. Em seguida, os transcritos produzidos pela Pol IV sao utilizados pela
RNA polimerase dependente de RNA (RDR2) para a sintese de dupla fita de RNA (dsRNA). Em
plantas, o dsRNA é clivado pelo complexo de endonucleases DICER-like/DCL3 originando os
pequenos siRNAs de 24 nucleotideos (Figura 2). Em Arabdopsis, varias evidéncias indicaram que
sitios de ligagédo de Pol Il e Pol V sdo muito préximos um do outro (Wierzbicki et al., 2012). Assim,
€ razoavel supor que na auséncia da Pol V, Pol Il possa se posicionar nesses sitios e compensar a
auséncia de Pol V (Sloan et al., 2014).

Aplicagoes do Silenciamento Génico

RdDM (RNA-dependent DNA methylation) € um mecanismo epigenético conservado entre os
organismos cujas fungbes podem ser assim relacionadas: bloquear a invasdo dos genomas
por sequéncias estranhas (virus), inibir a expressdo de elementos moveis, degradar transcritos
aberrantes de genes e transgenes e promover regulagdo da expressao de genes. As regidoes
do genoma apresentando transposons ou sequéncias génicas dispersas sao as mais sujeitas a
metilacao (Pattanayak et al., 2013). A metilacdo do DNA regula a transcricao génica, principalmente
na regiao promotora do gene pelo bloqueio de sitios de ligagdo dos fatores de transcricéo.

A metilagcdo do DNA usada como uma técnica de controle da expressao génica tem sido empregada
em diversas espécies de plantas para estudos de fungcao génica e para o melhoramento de espécies
agrondmicas (Sassaki et al., 2005; Eamens et al., 2008). Essa técnica apresenta a vantagem de
nao manipular a sequéncia génica diretamente (Eamens et al., 2008). A alteracdo que resulta em
silenciamento do gene-alvo é decorrente da metilagdo de bases ou histonas na regido do promotor
do gene de interesse (Tariq; Paszkowski, 2004). Dessa forma, sequéncias homélogas ao promotor
do gene-alvo sao introduzidas nas células usando alguma metodologia de transformacao disponivel,
por exemplo, eletroporagcao ou bombardeamento. Essas sequéncias originam fitas duplas de RNA
(dsRNA) que apo6s processamento irdo induzir a metilagéo de citosinas no DNA da regido promotora
do gene-alvo, silenciando a sua expressao (Souza et al., 2007; Alba et al., 2013; Guo et al., 2016).
Essas regides metiladas sdao herdadas na progénie (heranga epigenética), com a consequente
manutencao da caracteristica ligada ao gene silenciado. Como a sequéncia que foi introduzida na
célula nado € incorporada ao genoma, essa técnica permite produzir plantas que ndo contém DNA
exogeno, portanto, sem alteragdo no genoma, somente com o gene-alvo silenciado (Filipowicz;
Paszkowski, 2001; Guo et al., 2016).

Aregulagao negativa da expressao de um gene (knockout) simplifica a analise da sua fungao. Portanto,
constitui uma ferramenta poderosa para analise de genes candidatos gerados pelo sequenciamento
gendmico e cujas fungdes sejam desconhecidas (Kasai; Kanazawa, 2012; Guidarelli; Baraldi, 2015;
Danaetal., 2017). Seu uso é mais simples do que o emprego de oligonucleotideos. O siRNA é mais
sensivel e efetivo, apresenta menor custo, alta especificidade e pode ser marcado pelo uso de vetor.
Com essa tecnologia, varios experimentos podem ser feitos simultaneamente em qualquer tipo
celular de interesse para bloquear a expressao de genes indesejaveis, ou para induzir a resisténcia
de plantas a virus (Takahashi et al., 2018).
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A técnica de manipulagao génica por metilacdo de DNA dependente de RNA objetiva a expresséao
de dsRNA em plantas genéticamente modificadas (GM) para induzir o silenciamento de alvos
endogenos (promotores) ou exégenos (transgenes e virus) (Pyott; Molnar, 2015). Em funcao do
grau de especificidade, durabilidade dos efeitos e da auséncia de efeitos secundarios, a técnica
tem grande potencial para o controle de patdégenos e pragas, tanto induzindo genes associados
a tolerancia quanto inibindo genes de suscetibilidade. O silenciamento génico no hospedeiro,
induzido por patégenos (HIGS, host-induced gene silencing) € uma tecnologia que tem sido usada
no controle de nematoides e viroses de plantas (Wang et al., 2000; Chitwood, 2003; Fairbairn et al.,
2007; Nowara et al., 2010; Lam et al., 2015).

Na area da horticultura, o uso de RADM tem sido empregado no silenciamento de genes envolvidos
em processos metabdlicos visando a redugao de amilose em graos de amido de batata (Heilersig
et al., 2006a; Kasai; Kanazawa, 2012; Kasai et al., 2016), aumento da resisténcia a doengas e
pragas, arquitetura das plantas tempo de florescimento e cor das flores da petunia, melhoramento
da qualidade nutricional, remog¢ao de compostos toxicos e alergénicos, entre outros (Kapoor et
al., 2002; Guo et al., 2016; Tirnaz; Batley, 2019). Potencialmente, RADM pode ser aplicado na
producao de frutos sem sementes, redugcdo de enzimas de degradagao de frutos, inibicdo de
producao de compostos toxicos, melhoria de qualidade nutricional, na expressdo de genes de
resisténcia ou suscetibilidade a pragas, indugao de resisténcia a virus e bactérias e fungos, ou na
tolerancia a estresses abioticos (Tirnaz; Batley, 2019). Contudo, a manipulagao dos siRNAs para o
melhoramento de cereais ainda é pouco explorada. Isso provavelmente decorre da complexidade
envolvida na manipulacdo dessas moléculas e de seus genes codificantes, a curta duracdo dos
RNAI e a dificuldade de transformacéao de varias espécies (Lusser et al., 2011).

Embora a introducdo do dsRNA na célula possa ser feita por métodos usuais de transformacéao
genética ou transfeccdo, o organismo resultante ndo sera necessariamente geneticamente
modificado, mas produzira dsRNA para desencadear o processo que conduzira ao silenciamento
do gene-alvo pela metilagdo de seu promotor. Mesmo que o vetor ou genes de selegdo sejam
inseridos no evento inicial de transformacao, o efeito principal sera no silenciamento, por metilagao
das citosinas nas sequéncias do promotor do gene-alvo. A metilagdo sera herdada na progénie
e 0s genes estranhos (vetor, gene de seleg¢ao) poderdo ser segregados nas gerag¢des seguintes
(Martienssen; Colot, 2001; Holliday; Ho, 2002; lllum et al., 2018; Pang et al., 2019).

O método mais eficiente para introdugcéo da sequéncia-alvo nas células consiste em apresenta-la
na forma de sequéncia invertida repetida (IR). Os promotores de transgenes sdo metilados com
maior eficiéncia que promotores enddgenos. Tanto promotores constitutivos como promotores
orgaos ou tecido especificos sdo igualmente eficientes na indugéo de silenciamento por metilagéo
de promotores dos genes-alvo (Kawasaki; Taira, 2004; Kon; Yoshikawa, 2014; Wang et al., 2015;
Kang et al., 2019).

Por ser um processo geral de regulagdo da transcricdo génica no organismo, a metilacdo de
DNA dependente de RNA pode ser revertida ao longo nas geragdes seguintes, caso o estimulo
da apresentacdo do dsRNA seja interrompido (Bird, 2002; Tompkins et al., 2012; Pikaard; Scheid,
2014; Alonso et al., 2019). Desse modo, nao é possivel garantir a estabilidade do processo para
ser utilizado no melhoramento. Além disso, a molécula pode se mover sistemicamente na planta. A
metilagcao pode persistir nas células por pouco tempo (transiente) ou pode ser herdada por algumas
geracoes. Somente se a expressao do dsRNA exdgeno for permanente, detectavel e herdavel, o
organismo pode ser considerado geneticamente modificado (Pikaard; Scheid, 2014). Embora seja
possivel com tecnologia de sequenciamento detectar metilacdo do DNA, néo é possivel diferencia-
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la da metilacao natural (Yu et al., 2011; Gao et al., 2014; Rigal et al., 2016; Qiu et al., 2017; Feng et
al., 2019).

De acordo com Saurabh et al. (2014), a técnica de RNAI representa maior potencial do que o simples
uso de sequéncia anti-sense, seja na inibicdo da transcricdo (TGS ou RdMD) ou no silenciamento
pos-transcricional (PTGS), em fungdo de sua mais alta eficiéncia, estabilidade, flexibilidade,
precisdo e desempenho (high-throughput). RNAIi tem sido empregado no melhoramento para alterar
qualidades nutricionais, reduzir compostos toxicos e alergénicos, para aumentar a defesa contra
fatores bidticos e abidticos, aumentar ou reduzir sintese de metabolismo secundarios e até mesmo
para inibir a formagcao de sementes pelas plantas (Tang; Galili, 2004; Tang et al., 2007; Angaji et
al., 2010; Carneiro; Carneiro, 2011; Younis et al., 2014; Yogindran; Rajam, 2015; Pathak; Gogoi,
2016). A utilizagao dessa técnica na geragao de organismos geneticamente modificados implica a
execussao das seguintes etapas essenciais, que foram compiladas de varios estudos, entre eles:
Hannon (2003), Carneiro e Carneiro (2011), Guo et al. (2016), McLoughlin et al. (2018), entre outros:

Etapa 1: Identificacdo do gene-alvo e suas vias relacionadas. Para tanto é essencial ter informagdes
sobre o genoma do organismo, aplicar ferramentas de bioinformatica, analisar transcriptoma,
proteoma e metaboloma. Essas informagdes integradas permitem decidir com maior seguranga a
natureza do gene-alvo que se deseja silenciar.

Etapa2: Desenvolvimento do vetor parainsercao da construgao do RNAi e selecdo dos recombinantes
usando o proprio RNAI. Nessa fase é importante a adequada selecao do vetor, do promotor e dos
marcadores de selegao.

Etapa 3: Transformacao e selecdo da planta. Essa etapa é critica. O método mais adequado de
transformacéo ¢ a cultura de tecidos. Em seguida procede-se a sele¢ao das plantas transformadas.

Etapa 4: Avaliacdo das linhagens geneticamente modificadas, seja com marcadores fenotipicos
(morfologia, marcadores bioquimicos) ou genotipicos (transcriptoma).

Alteracoes introduzidas no genoma

A supressao da transcricdo de um gene por metilagdo do DNA do seu promotor nao introduz
nenhuma alteragéo de sequéncia no genoma (Fakhr et al., 2013). O processo de metilagao insere-
se no mecanismo geral de silenciamento génico induzido por pequenas moléculas interferentes de
RNAs (iRNAs) (Scherr et al., 2003; Cigan et al., 2005; Guo et al., 2019). Aintroducao da sequéncia-
alvo a ser silenciada pode ser feita por transfeccao ou transformacgao genética levando a producéo
de dsRNA que iniciara o processo via Dicer-like até a metilagdo do DNA pelas enzimas metil
transferases, complexo RISC e ezimas modificadoras de histonas e DNA (March; Bentley, 2007;
Tang et al., 2007). Esse mecanismo epigenético é relativamente estavel, podendo ser herdado
pelas geragdes seguintes. Parte do sistema inicial de transformagéao (vetores, genes de selegao ou
outras sequéncias) sera segregada na F2, de modo que esses descendentes, mesmo mantendo as
alteragbes por causa das metilagdes, ndo poderéo ser considerados como plantas geneticamente
modificadas (Kapusi et al., 2013; Yau; Stewart, 2013).

Deteccao e identificagao do evento

A metilacao resultante no processo de modificacdo do DNA dependente de RNA é um processo
natural e ndo pode ser detectado ou identificado por técnicas usuais, como PCR, deteccado de
proteinas ou de metabdlitos. Sem o conhecimento prévio da sequéncia do gene-alvo é praticamente
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impossivel detectar as modificagdes induzidas por RADM empregando as técnicas moleculares e
bioquimicas atuais. Espera-se que o uso de técnicas de sequenciamento de epigenomas, tal como
a MethylC-Seq, venham a comprovar o fendmeno de metilagdo que ocorre durante o silenciamento
génico (Schmitz; Zhang, 2011).

No caso de o evento ser previamente identificado é possivel utilizar a técnica de RT-gPCR para
avaliar o nivel de expressao dos transcritos do gene-alvo. De acordo com Zhang et al. (2014), a
metilacao no DNA pode ser demonstrada através de Chop-PCR que utiliza a digestdao do DNA com
enzimas de restricdo sensiveis a metilagao, seguido de PCR. Nesse caso, a sequéncia-alvo deve
ser previamente conhecida (Zhang et al., 2014; Dasgupta; Chaudhuri, 2019).

Conclusoes

O mecanismo de silenciamento epigenético € um fendmeno bioldgico universal.

Vimos nesse documento que, embora grande parte das etapas envolvidas no silenciamento génico
via metilacdo do DNA dependente de RNA tenha sido demonstrada, alguns passos ainda ndo foram
completamente esclarecidos.

Apesar do importante papel dos RNAs pequenos no silenciamento génico, o seu emprego como
rotina no melhoramento de plantas ainda é restrito a algumas espécies, em razao das dificuldades
para estabelecer protocolos de transformacao e/ou regeneracdo em varias espécies agricolas
importantes.
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