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A genética da conservacado se fundamenta em dados acerca
da diversidade genética e epigenética das diferentes espécies
eucariotas. Tais diversidades podem ser percebidas, mensu-
radas e comparadas a partir de dados do caridtipo (citoge-
nética) e do epigenoma (epigenética). O caridtipo envolve o
numero e a morfometria de cromossomos - consequente-
mente, também o cariograma - e o mapeamento de regides
cromossdmicas (eucromatina, heterocromatina, constricdes
secundarias etc.) e sequéncias do genoma (genes, elementos
moveis, microssatélites etc.). A caracterizacdo do cariotipo
permite conhecer o genoma de uma espécie eucariota,
assim como compara-lo com outros caridtipos de taxons
relacionados. Assim, dados sobre o caridtipo tém impacto
na citotaxonomia, nos estudos evolutivos e filogenéticos e
nos programas de melhoramento.

Além do cariotipo, o epigenoma também vem sendo investi-
gado, especialmente com relacdo as suas variacdes. A epige-
nética contempla as variacdes quimicas que podem ocorrer
na base nitrogenada citosina da molécula de DNA, assim
como em aminoacidos das alcas das histonas. As mudancas
guimicas na citosina e/ou nos aminoacidos das alcas das
histonas promovem alteracdes nos niveis de compactacao
da cromatina (a eucromatina, com nivel de baixo compacta-
¢ao, e a heterocromatina, com nivel elevado de compacta-
¢do), e, consequentemente, nos niveis de expressao génica.
Essas variacdes podem resultar em variacdes fenotipicas.
Neste capitulo, trataremos dos conceitos e dos aspectos
gerais do caridtipo e do epigenoma, da relevancia de ambos
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para a diversidade genética e epigenética, e, com efeito,
para a conservagdo e o uso sustentavel da diversidade.

O cariétipo na genética da conservacao

Variacdes “6micas” (genoma, epigenoma, transcriptoma e
metaboloma) ocorrem entre individuos de diferentes espé-
cies (varia¢Oes interespecificas), assim como entre individuos
de uma mesma espécie (variacdes intraespecificas). Portanto,
destacaremos neste capitulo as diferencas entre os indivi-
duos para o genoma nuclear e o epigenoma. Nesse recorte,
0 conceito genético de clone é importante: “populacdo de
células ou organismos geneticamente idénticos, formados
por meio de sucessivos ciclos celulares a partir de uma célula
unica ou de um organismo ancestral” (RIEGER, MICHAELIS; GREE,
1976; KING; STANSFILED, 2002).

A partir das observacdes e avaliagcbes do genoma, epige-
noma e fendtipo (caracteres fisioldgicos, morfoldgicos,
reprodutivos e comportamentais), surge a genética da
conservacao. As alteragdes genéticas e epigenéticas podem
resultar em mudancas fenotipicas ou, até mesmo, em uma
nova caracteristica. Num contexto genético e evolutivo, as
variacdes genéticas e epigenéticas podem ser categorizadas
conforme o nivel e o efeito em um determinado ambiente,
sendo: ausentes, neutras, deletérias e benéficas. Auséncia de
variacdo designa que nao ha variacao genética, mas sinaliza
a possibilidade de modificacdes epigenéticas essenciais, as
guais podem desencadear o processo morfogénico. A varia-
¢do neutra aponta que ha variacdo no genoma e epigenoma,
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mas sem variacdo fenotipica e sem mudancas no valor adap-
tativo. Avariacdo neutra também inclui a variacao deletéria,
suprimida por outra variagdo no genoma ou epigenoma, ou
por genes supressores. A variacdo genética e epigenética
deletéria denota a variacdo que resulta em diminuicao do
valor adaptativo. Por fim, a variacao benéfica designa a
variacao que aumenta o valor adaptativo (WANG; WANG, 2012).

A caracterizacao do genoma e do epigenoma é fundamental
para identificar e mensurar a diversidade genética e epige-
nética, bem como para compreensdo das causas da variagao
fenotipica interespecifica e intraespecifica e para o planeja-
mento das estratégias de conservacao genética. Esse olhar
permite selecionar os espécimes (individuos, germoplasmas)
divergentes para multiplica-los e conserva-los. A avaliacdo e a
selecdo sao conduzidas por diversos procedimentos que vém
sendo empregados com foco no cariétipo, no conteudo de
DNA nuclear e nas oscilagdes nos niveis globais de metilacao
da citosina da molécula de DNA.

A diversidade genética do caridtipo € anotada pela caracte-
rizacao e contagem do numero de cromossomos por meio
da citogenética classica e da citogenética molecular. A cito-
genética é area do conhecimento que se dedica ao estudo
do caridtipo, isto é, de estrutura, organizacao, comporta-
mento e evolu¢do dos cromossomos. Com esses propositos,
a citogenética se caracteriza como uma ciéncia que associa a
biologia celular a genética, fornecendo informacdes acerca da
peculiaridade do cariétipo de diferentes espécies de fungos
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(WIELOCH, 2006; RAJU, 2009), animais invertebrados e verte-
brados (Figura 1) (MICOLINO et al., 2019; REINSALU et al. 2019)
e plantas (Figura 2) (SADER et al., 2019; FERREIRA et al., 2020).

Figura 1: O cariétipo humano, Homo sapiens, com 2n = 2x = 46
cromossomos. O cariétipo humano é diploide, apresentando 22
pares de cromossomos autossdmicos e um par de cromossomos
sexuais (XX ou XY). Barra =5 pm

Fonte: imagem gerada a partir de estudos conduzidos no Laboratoério
de Citogenética e Citometria da Universidade Federal de Vicosa (UFV), em
12/05/2014.
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Figura 2: Cromossomos mitéticos metafasicos do café conilon,
Coffea canephora, uma das espécies de maior importancia
agrondmica para o Brasil. O cariétipo de C. canephora possui 2n = 2x
=22 cromossomos, sendo 11 pares de cromossomos. Barra =5 pm

Fonte: imagem gerada a partir de estudos conduzidos no Laboratério de
Citogenética e Citometria da UFV, em 05/11/2015.

As investigacdes citogenéticas se concentram no estudo dos
cromossomos mitéticos metafasicos (WIELOCH, 2006; RAJU,
2009; SADER et al., 2019; FERREIRA et al., 2020), assim como dos
cromossomos bivalentes em paquiteno, formados a partir do
par homologo unido pelo complexo sinaptonémico (WALLING
et al.,, 2006). Nessas investigac¢des, diferentes técnicas sao
empregadas para caracterizar os cromossomos mitéticos e
meidticos no que diz respeito a sua morfologia, organizacgao
e funcdo e quanto a sua diversidade e evolucao.
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Para obter os cromossomos, tecidos somaticos apresentando
células proliferativas sdo resgatados para tratamento com
antitubulinicos, que promovem a parada do ciclo celular
na metafase mitética. Além dos cromossomos mitéticos,
cromossomos meidticos também podem ser obtidos por
meio dos tecidos reprodutivos, os quais possuem 0s meio-
citos. Nesse processo, laminas sao preparadas a partir desses
materiais e observadas ao microscopio. Dessa forma, o
ndmero de cromossomos em metafase (metafase mitdtica,
conforme as Figuras 1 e 2) ou de bivalentes em paquiteno
(profase I da meiose I) é determinado e, comparativamente,
sao definidas as altera¢bes cromossémicas numéricas, as
quais sao classificadas como euploidias ou aneuploidias
(SATTLER et al., 2016). O numero de cromossomos mitdticos
ou o0 numero de cromossomos bivalentes é a primeira infor-
mac¢do que pode ser acessada na visualiza¢do do caridtipo
de uma espécie. Esse dado permite comparar células de um
mesmo individuo, de individuos de uma mesma espécie e de
espécies diferentes. Portanto, o nUmero de cromossomos é
um dado empregado para apontar se ha diversidade gené-
tica cariotipica.

Ja a caracterizagdo morfométrica dos cromossomos e, prin-
cipalmente, a aplicacdao de técnicas de bandeamento e de
citogenética molecular, permitem comparar o cariétipo de
diferentes espécies e identificar alteracdes cromossémicas
estruturais, tais como delec¢des, duplica¢des, inversdes e
translocac¢des. Nesse sentido, a primeira etapa da caracteri-
zagao do caridtipo envolve a mensuracdo do tamanho total de
cada cromossomo e dos bragos curto e longo (Figura 3). Por
meio desses dados, a classe cromossémica é determinada
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e 0s cromossomos classificados em metacéntricos, subme-
tacéntricos, acrocéntricos ou telocéntricos (GUERRA, 1986).

Telomero
Brago
A Constrigdo secundaria
Centromero
Brago
longo
— Telomero

Figura 3: Cromossomo mitdtico metafasico com destaque as suas
diferentes por¢des. Barra =5 pm

Fonte: imagem gerada a partir de estudos conduzidos no Laboratério de
Citogenética e Citometria da UFV, em 05/11/2015.

As técnicas de bandeamento cromossémico sao empregadas
para producao de padrdes de bandas nos cromossomos mito-
ticos e meioticos. As técnicas de bandeamento se baseiam
nas propriedades quimicas dos corantes ou fluorocromos e
das macromoléculas organicas que constituem o cromos-
somo (DNA, RNAs, histonas, enzimas, outras proteinas etc.).
As técnicas de bandeamento revelam padrdes distintos de
coloragcdao nos cromossomos: as bandas. Por sua vez, sao
informacgdes que ampliam a capacidade de caracterizacao,
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permitindo a identificacdo de pares de homadlogos e de rear-
ranjos cromossémicos ocorridos durante a diversificacdo do
cariotipo (Figura 4). Com atuacdo ao longo de todo o compri-
mento do cromossomo (teldbmero a teldmero), as técnicas
de bandeamento proporcionam uma analise comparativa
entre cromossomos de um mesmo caridtipo ou de espécies
diferentes (MICOLINO et al., 2019; REINSALU et al., 2019).

A Figura 4 explicita cromossomos mitoticos metafasicos do
milho Zea mays, com 2n = 2x =20 cromossomos, corados com
o fluorocromo 4',6-diamidino-2-fenilindole (DAPI) (a esquerda).
Um cromossomo submetacéntrico do milho com destaque
para suas diferentes porc¢des e para a regido de knob, a qual é
uma porc¢do de heterocromatina rica em bases nitrogenadas
adenina e timina e, por esse motivo, € uma porcao preferen-
cialmente corada pelo DAPI (Banda DAPI+) (a direita).

Telomero

Centrimero

—— Banda DAPI+

Telomero

Figura 4: Cromossomos mitéticos metafésicos do milho Zea mays.
Barra =5 um

Fonte: imagem gerada a partir de estudos conduzidos no Laboratério de
Citogenética e Citometria da UFV, em 07/03/2018.
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Por meio do bandeamento cromossémico, é possi-
vel diferenciar:

1. As porc¢des de heterocromatina constitutiva (banda C),
que constituem o centrémero, por exemplo;

2. As porc¢des de eucromatina e heterocromatina (banda G,
banda Q ou banda R) ao longo de todo o comprimento
cromossdémico, do telémero do braco curto ao teldmero
do brago longo;

3. Aregido organizadora do nucléolo (banda NOR), a qual
€ o sitio cromossémico dos genes que codificam o RNA
ribossémico (rRNA).

A integracdo entre a citogenética e a biologia molecular
resultou na citogenética molecular, que também é empre-
gada para identificacdo e mapeamento da diversidade
cariotipica e para a compreensao dos fenémenos genéticos
e evolutivos relacionados a essa diversidade. As técnicas de
hibridizagdo in situ (citogenética molecular) sdo usadas para
deteccdo e/ou localiza¢do de sequéncias de acidos nucleicos
(sequéncias-alvo) nos cromossomos e consistem no parea-
mento da sonda (sequéncia de nucleotideos marcados),
geralmente de DNA, a uma sequéncia-alvo no cromossomo.
Portanto, as técnicas de hibridizacdo in situ se baseiam na
complementaridade das bases nitrogenadas e no fato de a
sonda ser antisenso em relacdo a sequéncia-alvo (TESSADORI;
VAN DRIEL; FRANSZ, 2004).
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A citogenética molecular tem ampliado consideravelmente
o nivel de andlise e o campo de atuac¢do da citogenética, ao
gerar dados que permitem:

1. Identificar os pares de homdlogos das espécies que pos-
suem cromossomos de tamanho e morfologia semelhan-
tes (caridtipo homomorfico);

2. Localizar sequéncias de DNA especificas, auxiliando a
comparacdo dos caridtipos em estudos de citotaxono-
mia e as investiga¢fes da estrutura, funcdo e evolugao
dos cromossomos;

3. Construir mapas fisicos dos cromossomos;

4. Identificar possiveis rearranjos cromossémicos estrutu-
rais e as relacdes de parentesco entre espécies.

A citometria de fluxo é outra possibilidade de verificagdo
de mudancas do cariétipo com base no nivel de ploidia de
DNA (1C, 2C, 3C, 4C, nC) e/ou do conteudo de DNA nuclear
(em picogramas ou pares de base). Uma das vantagens da
citometria de fluxo frente a contagem do numero de cromos-
somos € a analise de um numero consideravelmente maior
de individuos em um curto especo de tempo. Adicionalmente,
milhares de nucleos referentes as inumeras células podem
ser analisados em uma Unica execuc¢ao. Adicionada a rapidez
e acuracia, a citometria de fluxo pode ser executada a partir
de um pequeno fragmento de qualquer tecido, proliferativo
ou nao proliferativo, constituido de células nucleadas. Dessa
forma, a citometria de fluxo é empregada para detecg¢do
precoce do nivel de ploidia de DNA e do conteddo de DNA
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nuclear nos estagios iniciais de desenvolvimento do indivi-
duo. Portanto, a citometria de fluxo se destaca por possi-
bilitar a identificacdo e a selecdo precoce da diversidade
genética nuclear.

O nivel de ploidia de DNA e o tamanho do genoma nuclear,
determinados por meio da citometria de fluxo, evidenciam
variacdes intraespecificas e interespecificas, as quais sao
fundamentais para alinhar as estratégias de conservacao.
Ademais, esses dados também fazem parte de estudos taxo-
ndmicos e evolutivos, que correlacionam essas variacdes com
as caracteristicas adaptativas das espécies e com a distribui-
cao geografica (TULER et al., 2019).

Epigenética na genética da conservacao

Assim como as altera¢des genéticas (numero e estrutura dos
cromossomos e sequéncia de DNA), mudancas epigenéticas
existem entre células de um mesmo individuo e entre indi-
viduos diferentes. Nesse contexto, ha apontamentos que
reportam que a diversidade bioldgica vai “muito além da
sequéncia de DNA". A epigenética é caracterizada por oscila-
¢des na conformac¢do da cromatina, levando células com o
mesmo genotipo a expressarem fenodtipos contrastantes
(expressividade variavel, penetrancia incompleta, plastici-
dade fenotipica). O remodelamento da cromatina (eucroma-
tina/menos compactado ¢» heterocromatina/mais
compactado) é resultado de modificacdes quimicas envol-
vendo a base nitrogenada citosina (C) do DNA e/ou em
aminoacidos das al¢as das histonas (H2A, H2B, H3 e H4) que
constituem o nucleossomo.
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A heranca epigenética (epimarcas) promove diferenciacdo
celular e plasticidade do desenvolvimento nas diferentes
espécies de fungos, animais e vegetais. A heranca epigenética
se da por meio das divisdes celulares (ciclo celular/mitose e
meiose), da metilacdo da citosina do DNA, das modifica¢des
quimicas dos aminoacidos das histonas e da atividade de
RNAs ndo codificantes. Apesar de incipientes, por exemplo,
em insetos, dados tém demonstrado o papel das varia¢des
epigenéticas na geracao de diversidade fenotipica, tanto
na morfologia quanto no papel do inseto (GLASTAD; HUNT;
GOODISMAN, 2019).

Nos genomas eucariotos, a citosina € a base nitrogenada
frequentemente modificada. A metilacdao dessa base nitro-
genada do DNA promove:

1. Mudancas nos padrdes de expressao génica, especial-
mente quando ocorre na regido promotora dos genes;

2. Silenciamento ou ativacao dos elementos moéveis do
genoma (transposons e retrotransposons);

3. Intera¢des cromossdmicas entre regides pericentromé-
ricas e em outras regides heterocromaticas das por¢des
intersticiais dos cromossomos (ZHANG; LANG; ZHU, 2018).

Avariacdo nos padrdes de metilacdo da citosina do DNA tem
sido avaliada e mensurada especialmente para comparar
gendtipos idénticos com fendtipos divergentes e/ou para
verificar o impacto de fatores estressores ambientais bidti-
cos e abidticos. Os métodos mensuram, principalmente, a
proporcao das citosinas metiladas no genoma global ou nas
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sequéncias regulatérias e/ou transcritas dos genes. Os dados
de metilagdo da citosina podem ser integrados aos dados
do transcriptoma e do metaboloma, permitindo o entendi-
mento das diferencas fenotipicas sob condi¢cdes ambientais
particulares. Em uma revisao realizada por Schulz e demais
autores (2013), os estudiosos buscaram analises alternativas,
gue investigaram os diferentes tipos de metilagdo e a sua
relacdo com aspectos ecolégicos e processos evolutivos. Esse
estudo também evidenciou que o polimorfismo de amplifi-
cacdo sensivel a metilagdo é importante para pesquisas que
se dedicam a popula¢do ou a espécie.

Outro mecanismo envolvido na epigenética sao as modifi-
ca¢des quimicas das histonas. A acessibilidade dos fatores
de transcricao da RNA polimerase (I, Il ou II) ao DNA pode ser
alterada pelas modificacdes nos niveis de compactacao da
cromatina, promovidas por mudanc¢as quimicas nos aminoa-
cidos das alcas das histonas. Entre as alteracdes ocorrentes,
podem ser listadas a metilacdo, acetilacao, ubiquitinacdo,
ADP-ribosilagao e sumoila¢do dos radicais dos aminoacidos
lisina e fosforilacao dos radicais dos aminoacidos serina e
treonina, tanto nas histonas H2A, H2B, H3 e H4 quanto em
histonas variantes, como H3.1, H3.3 e HTZ.1. Além de interfe-
rir na expressao génica e consequentemente no fenétipo,
padrdes distintos de fosforilacao das histonas variantes
foram identificados simultaneamente em cromossomos
mitéticos metafasicos de Lathyrus sativus e Pisum sativum,
com destaque para o papel da epigenética também na estru-
tura e organizagdo dos cromossomos (NEUMANN et al., 2016).
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Os mecanismos epigenéticos sao altamente dinamicos,
modulando a expressdao génica. Padrdes aberrantes de
metilacdo da citosina do DNA, por exemplo, podem levar a
anormalidades no desenvolvimento em espécies animais e
vegetais. Portanto, a avaliagdo da paisagem epigenética pode
ser crucial para a compreensao de fendtipos variantes e para
o estabelecimento das estratégias de conservacao genética.
Ademais, as alteracdes fenotipicas, causadas nos individuos
pelas marcas epigenéticas, podem ter valor adaptativo, pois
podem ter efeito transgeracional, como na paramutacgdo e
impriting gendmico. Portanto, mesmo que os descenden-
tes ja ndo se encontrem expostos aos estresses abidticos
ou bidticos dos ancestrais, as alteracdes epigenéticas ainda
podem ser encontradas (BARBOSA et al., 2018). Nesse contexto,
estudos epigenéticos permitem compreender a diversidade
bioldgica nos diferentes ambientes e interpretar as mudancas
no epigenoma sob as flutua¢des ambientais.

O impacto das varia¢cbes epigenéticas tem sido reportado em
diferentes estudos. Por exemplo, o microbioma intestinal é
relevante a biologia de diferentes espécies animais - inclusive
de humanos - por influenciar, por exemplo, a biossintese de
neurotransmissores e a interacdao com as funcdes cerebrais
por meio do eixo intestino-cérebro. Bengesser e demais
autores (2019) relataram que a diversidade do microbioma
bacteriano representa um fator ambiental interno, que pode
influenciar os niveis de metilacdo da citosina de diferentes
genes, como do gene arntl, que possui locus no cromos-
somo 11p15.3 em humanos (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
gene/406), requlando a expressao da monoamina oxidase A.
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E amplamente conhecida a inativacdo do cromossomo X, que
pode influenciar entre 75% e 85% dos genes, aproximada-
mente, em um caridtipo XX em diferentes espécies, como a
humana. Recentemente, os mecanismos epigenéticos tém
sido demonstrados entre células com caridtipo XX e células
com caridtipo XY, assim como 0s papéis na compensacao
de dose (efeito de dose) relacionada aos genes com loci no
cromossomo X. As mudancas epigenéticas no cromossomo
X sdo mediadas por RNAs nao codificantes, e tém sido consi-
deradas essenciais durante o desenvolvimento embrionario
(sobrevivéncia) dos individuos XX e, certamente, em indivi-
duos com caridtipo XXY/XXX (LODA; COLLOMBET; HEARD , 2022).

Na genética da conservacao, assim como em outras areas
da genética, evolugao e ecologia, muitos autores investigam
e decifram os mecanismos que contribuem para a variacao
fenotipica das diferentes espécies e seus efeitos nas intera-
¢cdes ecoldgicas e na dindmica evolutiva. A variagao fenoti-
pica determina a capacidade das plantas de se adaptarem
a ambientes em mudanca e colonizar novos habitats. Nas
ultimas décadas, pesquisas sobre epigenética de plantas
mostraram que a variacao epigenética esta relacionada a
variacao fenotipica, e algumas marcas epigenéticas condu-
zem a grandes mudancas fenotipicas nas plantas. Além disso,
0s epigenomas vegetais sao altamente diversificados, dina-
micos e podem responder rapidamente a uma variedade de
fatores estressores bidticos e abidticos. Por fim, a variacao
epigenética pode responder a selecao e, portanto, desem-
penhar um papel na evolucao adaptativa (BOQUETE; MUYLE;
ALONSO, 2021).
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Desafios e perspectivas: um olhar para a
diversidade cariotipica e epigenética

Em alguns contextos, a conserva¢do de germoplasmas €
um dos principais objetivos, especialmente para preservar a
diversidade genética e epigenética de espécies de relevancia
econdmica e/ou ecoldgica. Nesses casos, mudancgas genéti-
cas e epigenéticas sao indesejaveis e, por isso, a aplicacao
de técnicas de avaliagdo do genoma e epigenoma devem ser
periodicamente empregadas. Por outro lado, a baixa variabi-
lidade genética de alguns germoplasmas tornam promisso-
ras as estratégias que modificam o genoma e o epigenoma,
gerando novos germoplasmas de uma espécie. Em todos
0s cenarios, a caracteriza¢ao genética e/ou epigenética, do
caridtipo aos niveis de metilacao, significa compreender as
causas das mudancas fenotipicas e verificar o sucesso das
estratégias empregadas.
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