O papel da epigenética na compreensao das respostas dos
organismos dulgaquicolas as flutua¢c6es ambientais: teria

Lamarck razao?

A epigenética tem sido apontada como uma evidéncia de que a ideia defendida por
Lamarck, acerca da aquisicao de caracteres pelo uso e desuso, podera ter algum sentido
na explicagdo de determinados processos evolutivos. De facto, a epigenética caracteriza-
se pelo estudo da herdabilidade, tanto meidtica como mitética, de variacbes na
expressédo ou atividade dos genes, sem que se observe qualquer alteracao na sequéncia
de ADN. As alteragdes epigenéticas podem surgir como resposta a fatores ambientais
naturais, como a variagdo da temperatura, ou a fatores ambientais exégenos, como a
exposicdo a metais ou a poluentes organicos. Tendo efeito na expressdo dos genes,
estas marcas epigenéticas podem provocar alteracdes fenotipicas nos organismos.
Sabe-se ainda que estas alteragdes podem ser transmitidas ao longo das geragdes,
permanecendo mesmo naguelas que ja ndo se encontram expostas a qualquer agente de
stress, configurando, portanto, um efeito transgeracional. Apesar dos estudos iniciais de
epigenética terem sido em mamiferos, o género Daphnia é visto como um modelo de
investigacdo nesta area, uma vez que, para além das suas caracteristicas
morfofisiologicas, reine ainda um conjunto de condigBes favoraveis a este tipo de
estudos: vasta base bibliogréafica relativa a sua morfo- e eco-fisiologia; especificidade de
resposta a diversos tipos de flutuacdes ambientais; ciclo de vida curto, passivel de ser
mantido em partenogénese a longo-prazo, o que permite eliminar a variabilidade genética
do conjunto de fatores experimentais; facil manutencdo e manuseamento em laboratério
em ciclos muito produtivos que proporcionam trabalhos com elevado numero de
organismos. Apesar de ja existirem alguns estudos epigenéticos com recurso a Daphnia,
é essencial que a investigacdo seja incrementada de modo a possibilitar a melhor
compreensao de alguns mecanismos epigenéticos e das implicacdes que estes podem
ter, quer a nivel fenotipico do individuo, quer ao nivel da dindmica das popula¢des nos

ecossistemas, atualmente sob constante pressdo ambiental.
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D INTRODUGAO

O ponto central da biologia moderna encontra-se na teoria da evolucdo, proposta por Charles Darwin, na
década de cinquenta do século XIX. Segundo esta teoria, através de um processo de selegdo natural, os
organismos melhor adaptados ao ambiente em que se inserem s&o capazes de se multiplicar e prosperar,
até que ocorram alteracdes nesses mesmos organismos que sejam ainda mais favoraveis, promovendo
assim a evolucdo e o aparecimento de novas espécies, como resultado da acumulacdo de diferentes
caracteristicas ao longo do tempo. Nesta altura, eram ainda desconhecidos os mecanismos moleculares
subjacentes a esta teoria. Tais mecanismos foram apenas compreendidos ao longo do século XX, como

consequéncia dos significativos avangos que ocorreram em areas como a genética e a biologia molecular.

Assim, e tendo em conta estes novos conhecimentos, foi proposta uma extensao a teoria original de Darwin,
conhecida como neo-Darwinismo. Segundo o neo-Darwinismo, ocorrem mutacdes aleatérias na sequéncia
de ADN de todos os organismos, prevalecendo aqueles que possuem a sequéncia de ADN que melhor se
adapta ao nicho ecolégico no qual se inserem. Estando o ambiente em constante mudanca, as alteragfes
na sequéncia de ADN que inicialmente tornam os organismos mais aptos podem, no futuro, tornar os
organismos menos aptos, promovendo uma cadéncia constante do processo evolutivo. Como resultado do
aumento do conhecimento sobre genética evolutiva, constatou-se que as mutacfes propostas pelo neo-
Darwinismo ocorrem a um ritmo demasiado lento para justificar todas as altera¢cdes adaptativas observadas
nos organismos. Assim, foram propostos outros mecanismos, que em Ultima instancia tém uma base
molecular, capazes de acelerar o ritmo evolutivo, tais como a deriva genétical e a epistasia. Ainda assim,
em organismos de maior complexidade, como € 0 caso dos humanos, a aceleracéo evolutiva conferida por

estes mecanismos nao € suficiente para explicar o ritmo a que ocorrem as altera¢gfes adaptativas.

Nesse sentido, um nome e uma teoria até entdo esquecidos e subestimados ressurgem como
possibilidades para colmatar a lacuna supra exposta. Cinquenta anos antes de Darwin dar a conhecer a sua
teoria, Jean-Baptiste Lamarck, professor no Museu Nacional de Histéria Natural de Paris, propds que o
ambiente pode influenciar diretamente as caracteristicas dos organismos, sendo essas alteracfes
transmitidas as geracdes seguintes. Apesar da sua prestigiada carreira, as ideias propostas por Lamarck
foram imediatamente rejeitadas uma vez que contrariavam ndo sé os seus homoélogos contemporaneos,
mas também todos os que o antecederam. A falta de conhecimento dos mecanismos moleculares impediu
Lamarck de provar a sua teoria, tendo esta sido completamente desvalorizada. Contudo, em 1953, Conrad
Waddington, da Universidade de Edimburgo, provou que, quando expostas a estimulos quimicos ou
variacbes de temperatura durante o desenvolvimento embrionario, as moscas da fruta desenvolvem
alteracdes na estrutura das asas, sendo essas altera¢des transmitidas as geragcfes seguintes (Waddington
1953). Para descrever tal fenédmeno, Waddington havia introduzido, em 1939, o termo epigenética, tendo,
apos o referido estudo, reconhecido o impacto que este teria na teoria da evolugao, por ir ao encontro da

ideia proposta por Lamarck (Waddington 1939). No entanto, tal como Lamarck, Waddington foi incapaz de

1 mecanismo microevolutivo que modifica aleatoriamente as frequéncias alélicas.
2 interac&o entre dois ou mais genes, em que um interfere com o efeito fenotipico do outro.
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demonstrar os mecanismos subjacentes a este fenémeno. Contudo, os constantes avangos da biologia
molecular mostram que o0s conceitos propostos por Lamarck, e apoiados por Waddington, tém cada vez

mais seguidores.

Neste sentido, a epigenética comegou por se afirmar no contexto da sallde humana, mas atualmente ja ha
estudos de epigenética em varios outros campos. Nomeadamente, tém havido avancos significativos na
incorporacdo da epigenética no estudo da resposta ecolégica as flutuacdes ambientais, um contexto
extremamente atual dado o impacto direto e indireto das atividades antrépicas nos ecossistemas e a sua
consequente degradacdo. As modificacbes epigenéticas sao afetadas por fatores ambientais e séo
consideradas cruciais para a interpretagdo do genoma sob a influéncia de fatores fisiol6gicos (Bernstein et
al. 2007; Vandegehuchte e Janssen 2011).

De entre os varios fatores ambientais que afetam o estado epigenético dos organismos destaca-se a
nutricdo. Esta nocao foi primeiramente introduzida como consequéncia de estudos realizados com criancas
nascidas durante o “Hunger Winter” holandés (1944-45), tendo sido observado que os adultos expostos a
periodos de fome durante a gestagdo possuem menor grau de metilagdo do ADN (vide seccao
“Mecanismos epigenéticos” para a definicdo do termo) num locus do gene responséavel pela producéo de
insulina, e ainda uma maior suscetibilidade para a ocorréncia de doencgas corondrias, quando comparados
com adultos ndo expostos a este fator (Heijmans et al. 2008). Um outro exemplo cldssico da forma como a
nutricdo induz alteragBes epigenéticas é o das abelhas, Apis mellifera. Nesta espécie, tanto as rainhas
como as trabalhadoras desenvolvem-se a partir de uma larva geneticamente idéntica. No entanto, as larvas
destinadas a serem rainhas sdo alimentadas com geleia real, ao passo que as que se destinam a ser
trabalhadoras possuem uma dieta menos complexa, levando esta diferenca na alimentacdo a diferentes

graus de metilagdo em varios loci do ADN (Kucharski et al. 2008).

Geralmente, as alteracBes epigenéticas sao restabelecidas a cada geragdo. No entanto, sabe-se que tais
alteracdes podem ser transmitidas ao longo das gera¢des, mesmo que as mais recentes ja ndo se
encontrem expostas ao agente de stress (Skinner 2009; Daxinger e Whitelaw 2010; Vandegehuchte e
Janssen 2011); uma vez que estas alteracdes podem ser transmitidas via sele¢cdo meidtica, podem ter valor
adaptativo. Este efeito transgeracional, apesar de apenas presumivelmente existente em Daphnia,
encontra-se documentado em organismos como humanos (Morgan e Whitelaw 2008), ratos (Cropley et al.
2006), moscas-da-fruta (Drosophila sp.) (Xing et al. 2007) e plantas (Arabidopsis sp.) (Johannes et al.
2009). A suportar esta hipétese encontram-se uma série de estudos anteriormente realizados que relatam a
existéncia de transmissdo de caracteristicas entre geragbes, ainda que nunca além da segunda geragéo
ndo exposta, conferindo, assim, uma base cientifica para tal presuncédo (Schield et al. 2016; Bell e Stein
2017; Donelson et al. 2017; Hales et al. 2017).

Os ecossistemas dulgcaquicolas, especialmente os Iénticos, sdo suscetiveis ao impacto antrépico (Foley et
al. 2005; Malmqvist et al. 2008; Carpenter et al. 2011). Como consequéncia, sdo também um reservatorio
relativamente estavel de contaminantes varios e, como apresentam de forma frequente uma distribuicao
isolada e fragmentada, constituem um laboratorio privilegiado para a observagdo de processos evolutivos
(Dudgeon et al. 2006; Woodward et al. 2010). Os organismos que habitam estes sistemas, e que ndo tém

fases de vida que lhes facilitem migracdes (ndo sendo, portanto, capazes de evitar a degradacdo do
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ecossistema e procurar melhores condigfes), ou se adaptam as novas condi¢gdes do meio ou acabam por
ser dizimados (Dudgeon et al. 2006; Woodward et al. 2010; Eros e Campbell Grant 2015). No entanto, no
contexto particular dos ecossistemas dulcaquicolas Iénticos, até mesmo as espécies com maior capacidade
de dispersao tém dificuldade em evitar alguns agentes de stress, uma vez que as caracteristicas do meio
sdo limitantes. Assim, pequenas flutuacdes nas caracteristicas do meio podem ter consequéncias
exponenciadas, levando a grandes alteracBes na biodiversidade e, consequentemente, a uma total

disrupcédo das dindmicas estabelecidas (Nielsen et al. 2003; Schallenberg et al. 2003).

Os dafniideos séo espécies-chave nos ecossistemas dulcaquicolas Iénticos, devido a sua posi¢do central
nas cadeias troficas, e sdo excelentes modelos experimentais em diferentes areas, como é discutido mais a
frente. A epigenética ndo é excecdo e o género Daphnia tem sido destacado como um proeminente modelo

para estudos epigenéticos.

Sendo a epigenética um campo em crescendo a nivel cientifico, e considerando Daphnia um organismo
modelo para a realizacdo de tais estudos, o objetivo deste artigo de revisédo € identificar os diversos
mecanismos epigenéticos melhor estudados até ao momento e sumariar os estudos ja efetuados com

Daphnia no ambito da epigenética.

D EPIGENETICA — PERSPETIVA HISTORICA E DEFINICAO

O conceito de epigenética sofreu, ao longo dos anos, fortes alteragdes devido ao crescente interesse nesta
ciéncia e consequente descoberta dos diversos papéis da mesma. Num contexto histérico, o termo
epigenética foi, primeiramente, introduzido por Conrad Waddington (1939). Este descreveu epigenética
como “the causal interactions between genes and their products, which bring the phenotype into being”,
numa tentativa de evidenciar a relagdo causal existente entre os genes e os seus produtos, ainda que de
forma pouco especifica. Em meados da década dos anos 80, tornou-se claro que existia um novo tipo de
herdabilidade ndo associada a mudangas na sequéncia de ADN. O artigo “The inheritance of epigenetic
defects” (Holliday 1987) abordou pela primeira vez a possivel influéncia da epigenética humana no cancro e
no envelhecimento, tendo ainda sugerido que alguns dos efeitos transgeracionais, que nao encontravam
explicagdo na teoria Mendeliana da hereditariedade, podiam ter origem na transmissdo de marcas de
metilagcdo do ADN, ou na falta das mesmas. Também neste artigo foi introduzido o termo “epimutacao” para
descrever as mudancas herdaveis que ocorriam nos genes, mas que nao tinham origem em alteragcdes na
sequéncia de ADN. Por todos estes motivos, acredita-se que o trabalho de Holliday (1987) foi o ponto de
partida para a globalizagdo do uso do termo epigenética. Anos mais tarde, na Ultima década do século vinte,
constatou-se que o papel da epigenética era muito mais vasto e Holliday (1994) prop6s duas novas
definicdes. A primeira, “The study of the changes in gene expression which occur in organisms with
differentiated cells, and the mitotic inheritance of given patterns of gene expression”, abordava a
herdabilidade das marcas epigenéticas através da divisdo mitdtica, ndo referindo qualquer tipo de
mecanismo epigenético ou molecular. No entanto, a segunda, “Nuclear inheritance which is not based on
changes in DNA sequence”, evidenciava a evolugdo do conhecimento na area da genética através da
referéncia a mecanismos que ndo se relacionam com a sequéncia de ADN. Tendo por base estas duas

definicbes, Riggs e os seus colaboradores (1996), propuseram uma nova definicdo, “Epigenetics is the
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study of mitotically and/or meiotically heritable changes in gene function that cannot be explained by

changes in the DNA sequence”, sendo esta a mais aceite atualmente.

D EPIGENETICA — PERSPETIVA HISTORICA E DEFINICAO

Sao varios 0s mecanismos epigenéticos ja conhecidos, no entanto, apenas trés se encontram realmente
bem estudados, sendo eles a metilacdo do ADN, a modificacéo de histonas e o ARN nao codificante, sendo
ainda importante referir que estes mecanismos podem interagir entre si (Fuks 2005). Assim, o presente

artigo focar-se-a nesses trés mecanismos.

Metilagdo do ADN

Em eucariotas, a metilacdo do ADN da-se através da transferéncia de um grupo metilo da S-adenosil-L-
metionina para a posi¢do 5 da citosina®, formando assim a 5-metilcitosina. Nos mamiferos, este processo
ocorre no contexto de um dinucleétido CpG#, enquanto nas plantas a metilagao é também encontrada em
contextos CZG ou CZZ (podendo Z corresponder a A, C ou T, dependendo se se trata de uma adenina,
uma citosina ou uma timina, respetivamente) (Zhang 2008). As metiltransferases do ADN (DNMTSs) séo as
enzimas responséaveis pela sua metilacdo. Sabe-se que a espécie humana possui trés grupos de DNMTS,
tendo cada um destes grupos diferentes funcfes. A DNMT 1 assegura a manutencdo das metilagbes, nas
novas cadeias de ADN, durante a replicacdo. A DNMT 2, por ter uma fraca atividade, esta envolvida na

metilacdo do tARN. Por fim, a DNMT 3 estabelece padrdes de metilagbes de novo.

Os niveis e padrdes de metilacdo variam substancialmente, tanto interespecificamente como entre estagios
de desenvolvimento numa mesma espécie. Um exemplo da enorme variabilidade interespecifica que pode
ocorrer na metilacdo do ADN é o de Caenorhabditis elegans, um nematode que se pensava ndo possuir
gualquer tipo de metiltransferase e, consequentemente, qualquer tipo de metilagdo do ADN, tendo sido,
apenas muito recentemente, verificado o oposto (Greer et al. 2015). Acreditava-se que também a mosca da
fruta, Drosophila melanogaster, ndo possuia qualquer tipo de metilagdo associada ao seu ADN, no entanto,
€ agora sabido que esta espécie possui um gene que codifica uma proteina semelhante a uma
metiltransferase, tendo sido também observado que 0,1-0,4% das citosinas do genoma de Drosophila
melanogaster sdo metiladas, sendo os niveis mais altos de metilagdo verificados nos estagios embrionarios
iniciais. Verificou-se ainda que, ao contrario do que acontece com os vertebrados, a metilacdo do ADN
nesta espécie se da nos dinucleétidos CpT e CpA (Tweedie et al. 1999; Lyko 2001; Vandegehuchte e
Janssen 2011). Um outro exemplo significativo € o das abelhas, Apis mellifera, e das vespas, Nasonia
vitripennis, uma vez que foram encontrados nos seus genomas homdlogos dos trés grupos de DNMTs
presentes nos humanos. Além disso, e apesar de ndo terem sido ainda quantificados os niveis de metilacao
do ADN daquelas espécies, observou-se ja a metilacdo do dinucleétido CpG (Wang et al. 2006; Schaefer e
Lyko 2007; The Nasonia Genome Working Group 2010). Vandegehuchte e os seus colaboradores (2009),

3 enquanto cofator enzimatico envolvido na transferéncia de grupos metilo, a S-adenosil-L-metionina adiciona um grupo
metilo ao carbono presente na posi¢éo 5 das citosinas presentes do ADN.

4 regido do ADN na qual um nucleétido de citosina é seguido por um nucleétido de guanina, estando estes separados
apenas por um fosfato.
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verificaram que também Daphnia magna possui homélogos das trés DNMTs ja referidas e que a metilagao
do ADN se da no dinucleétido CpG.

Modificagéo de histonas

O genoma esta organizado em cromatina, um complexo formado entre o ADN e proteinas, organizado em
pequenas unidades designadas de nucleossomas que ajudam na compactacdo do ADN. Estas pequenas
unidades sdo compostas por um octadmero de histonas (duas de H2A, H2B, H3 e H4). A histona H1, que
assegura a ligacdo das restantes histonas, encontra-se fora do nucleossoma e tem por funcdo adensar a
compactagdo da cromatina (Pruss et al. 1995). A estrutura destas histonas ndo é estatica, podendo a
afinidade, quer entre si, quer com o ADN, variar devido a modificagdes que ocorrem no N-terminal apés a
transcricdo do mesmo. Destas modificagBes fazem parte a acetilagdo, a ubiquitinacéo, a fosforilacdo e a
metilagdo. Em conjunto, estas modificagBes sdo capazes de afetar a estrutura da cromatina e a transcricao
de genes (Lennartsson e Ekwall 2009). Na origem destas modificagfes estédo enzimas especificas tais como
acetiltransferases, metiltransferases e deacetilases. Como consequéncia, pode ocorrer descondensacao da

cromatina, que resulta na formacéo de eucromatina, criando assim condi¢des para a transcrigcdo dos genes.

Associadas a estas modificagbes das histonas estdo as proteinas do grupo trithorax e polycomb. As
primeiras estdo associadas a eucromatina transcriptamente ativa, enquanto as segundas associam-se a
heterocromatina transcriptamente silenciosa (Schuettengruber et al. 2007). Sabe-se, apesar de ainda néo
se compreender por completo 0 mecanismo subjacente, que existe interacdo entre a modificacdo de
histonas e a metilacdo de ADN. Henckel et al. (2009) demonstraram que, em ratos, a auséncia de
metiltransferases levou a uma diminui¢éo significativa da metilacdo das histonas em algumas regides do
genoma, ficando assim comprovada a influéncia da metilacdo do ADN na criagdo ou manutencdo da
metilacdo das histonas. O ADN metilado é ainda capaz de, em associa¢cdo com proteinas como a MeCP2
(que interage com as deacetilases das histonas), provocar a desacetilacdo das mesmas (Nan et al. 1998).
Numa perspetiva totalmente oposta, Viré et al. (2006) comprovaram que, para alguns processos de
metilacdo de ADN, o recrutamento das DNMTs dependia da anterior metilagdo da histona H3K27. De igual
forma, como revisto por Rose e Klose (2014), um dos mecanismos de metilacdo de novo do ADN, por parte
da DNMT3, também esta dependente do reconhecimento de metilagdes no aminoacido lisina 36 da histona
3. Assim, € importante compreender melhor a interagdo entre estes mecanismos uma vez que esta pode ter
implicagbes no entendimento atual acerca dos processos do normal desenvolvimento dos organismos,
assim como na reprogramacao tanto de células somaticas como tumorigénese (Mazaki et al. 2001; Cedar e
Bergman 2009).

ARN né&o codificante (ncARN)

Os ARNs ndéo-codificantes (ncARN) dividem-se em ncARNSs infraestruturais, como é o caso dos ARNs
ribossomais e de transferéncia, e ncARNs regulatérios, que englobam os micros ARNs (miARN), os ARNs
de curta interferéncia (siARN), os ARNs néo-codificantes longos (IncARN) e ainda os Piwi-interacting ARNs

(pIARN) (Kaikkonen et al. 2011). Os diversos ncRNAs regulatérios foram classificados como silenciadores
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de genes que tém por funcdo proteger o genoma contra sequéncias genéticas invasoras, como € 0 caso
dos transposfes e dos virus, e tém origem em percursores de moléculas maiores e de cadeia dupla da
enzima Dicer (Zilberman e Henikoff 2005; Carthew e Sontheimer 2009; Unlii et al. 2015). Quando
associados a moléculas efetoras, formam um complexo silenciador induzido pelo ARN. O silenciamento de
genes pode ocorrer através de uma inibicao tanto ao nivel da transcricdo como da traducéo, da formacao de
heterocromatina ou da degradacdo do ADN/ARN (Carthew e Sontheimer 2009). Também os ncRNAs
regulatérios sdo capazes de interagir com outros mecanismos epigenéticos, sendo exemplo disso a
capacidade de ativacao ou atracdo que o referido complexo silenciador, quando associado a polimerases de
ARN, tem relativamente as metiltransferases do ADN, ocorrendo assim a metilagdo do mesmo (Lippman e
Martienssen 2004). Acredita-se que estes também tém um importante papel na protecdo do genoma contra
defeitos epigenéticos de longa duracdo (Johannes et al. 2009). Descobriu-se ainda que na levedura
Saccharomyces pombe, o complexo silenciador orienta uma metiltransferase de modo a metilar a histona
H3K9, tendo por consequéncia a formacao de heterocromatina. Este processo ocorre também em animais e

plantas (Wassenegger 2005).

D Daphnia COMO MODELO EPIGENETICO

No ambito de Ecologia e Ecotoxicologia, sdo varios os estudos ja realizados referentes a Daphnia, género
pertencente a ordem Cladocera, um dos mais abundantes e importantes grupos de consumidores primarios
dos ecossistemas dulgaquicolas Iénticos (ver Pereira et al. 2007; Loureiro et al. 2015). Estes organismos
apresentam diferentes tolerancias fisiolégicas quando exposto a diversos compostos quimicos e sdo um
excelente indicador de alteragBes no ambiente, tendo este género especial relevo devido ao seu
enquadramento ecolégico. Neste contexto, os cladoceros, e em especial os pertencentes ao género
Daphnia, sdo organismos zooplancténicos que desempenham um papel ecoldgico central na teia alimentar
peléagica (Figura 1) (Sommer e Stibor 2002; Lampert 2006), independentemente da perspetiva que se adote
para caracterizar a sua estrutura tréfica (revis@o por Leibold et al. 1997). Assumindo que 0s mecanismos de
regulacé@o dos ecossistemas funcionam obedecendo a um controlo do tipo bottom-up, que reflete o efeito de
fatores abidticos/disponibilidade de nutrientes na produtividade em biomassa dos varios niveis troficos, os
cladoceros, no contexto da competicédo pelos recursos disponiveis, acabam por ser um elo fundamental na
transferéncia de energia dos produtores para os niveis superiores da cadeia tréfica (McQueen et al. 1986;
Castro e Gongalves 2011). Por outro lado, ao adotar a perspetiva de que os ecossistemas sdo regulados
por sistemas top-down, os clad6ceros assumem-se como um item alimentar preferencial para os seus
predadores vertebrados, em fun¢cdo das suas dimensdes, e as variagdes nas suas populacdes devidas a
intensidade da predacdo tém consequéncias diretas na intensidade da herbivoria sobre o fitoplancton. E
também reconhecida, neste contexto, a relevancia da reciclagem de nutrientes pelos clad6ceros, como fator
complementar a herbivoria, na inducdo de variagdes na composicdo especifica e consequentemente na
produtividade priméria do ecossistema (Brooks e Dodson 1965; Hall et al. 1976; Carpenter et al. 1985). A
capacidade reguladora dos claddceros, quer via interagfes top-down, quer via interagbes bottom-up, esta
bem documentada (Gliwicz 2001; Castro e Goncalves 2007; Abrantes et al. 2009).

No ambito destes dois mecanismos potencialmente reguladores da estrutura trofica dos ecossistemas

aquéticos, as populagdes de Daphnia devem ser destacadas face aos restantes grupos zooplantonicos e,
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mais particularmente, face aos restantes claddceros. Foi ja demonstrado, por exemplo, que a transferéncia
de efeitos via top-down dos niveis tréficos superiores (peixes piscivoros e plantivoros) € mais eficaz em
lagos em que a herbivoria é feita predominantemente por Daphnia (Pace 1984; McQueen et al. 1986;
Leibold et al. 1997). Este facto estara relacionado quer com a capacidade superior destes organismos na
supressao de fitoplancton (Gliwicz 1990), quer com o facto de se tratar de itens alimentares preferenciais
para os predadores visuais, dado 0 seu maior tamanho corporal relativo (Brooks e Dodson 1965; Hall et al.
1976). A interacdo entre os mecanismos reguladores da estrutura tréfica dos ecossistemas lénticos
condiciona a dinamica populacional nos diferentes niveis tréficos. As comunidades zooplantdnicas ndo sédo
excecdo, e esta interacdo promove a sucessdo dindmica de populagbes, obedecendo a padrdes de
sazonalidade bastante bem estabelecidos; a dinamica sazonal das populagbes zooplantonicas é
naturalmente balizada pelas caracteristicas morfo-fisioldgicas e pela flexibilidade permitida pelo ciclo de vida

dos organismos (vide revisdo por Castro 2007).
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FIGURA 1: Representagdo esquematica simplificada da teia trofica da zona pelagica de um ecossistema
Iéntico, com referéncia aos mecanismos fundamentais envolvidos na regulagdo da estrutura tréfica
(controlo top-down [ |:>]; controlo bottom-up [ |:>]; a espessura das setas sugere a intensidade dos
mecanismos). A direita, na figura, representam-se de forma mais detalhada as interacdes troficas que
determinam o papel central de Daphnia nestes sistemas. Adaptado de Carpenter et al. (1985) e Lampert
(2006); ilustracdo de Daphnia obtida no site Biodidac: a bank of digital resources for teaching Biology
(http://biodidac.bio.uottawa.ca; acesso em Margo 2018).

Além do importantissimo papel desempenhado por Daphnia na regulacao tréfica, € imperativo mencionar as
caracteristicas morfo-fisiolégicas que munem estes organismos de uma capacidade impar para estudos
epigenéticos. A maioria das espécies pertencentes ao género Daphnia possui um ciclo de vida
partenogénico ciclico, sendo capazes de produzir ovos partenogénicos haploides ou ovos diploides que
permitem a reproducdo sexual quando os organismos se encontram em condices ambientalmente

desfavoraveis, estando a produgdo de machos restrita a estas circunstancias. Esta estratégia reprodutiva
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torna Daphnia um género extremamente adequado para os referidos estudos uma vez que, quando 0s
organismos sao mantidos em partenogénese ciclica (algo que se aplica na maior parte das culturas
laboratoriais), toda a variabilidade genética decorrente da reproducao sexuada é eliminada, possibilitando,
assim, uma clara distincdo dos efeitos das marcas epigenéticas face a normal variabilidade decorrente da
reproducéo sexuada (Koivisto 1995; Deng e Lynch 1996). Além disso, o género apresenta ainda um ciclo de
vida curto e muito produtivo, no que as taxas reprodutivas diz respeito, assegurando assim a existéncia de
um nimero de organismos que permite satisfazer a grande maioria dos desenhos experimentais e,
consequentemente, a realizacdo de diversos estudos detalhados (Sommer e Stibor 2002; Lampert 2006).
Também a sua manutencdo em laboratorio € pouco exigente uma vez que se tratam de organismos de
pequenas dimensdes, mas grandes o suficiente para serem “manuseados” individualmente, quando
necessario (Koivisto 1995). Em suma, estas sdo carateristicas que tornam o género Daphnia extremamente

aliciante para a realizagdo de estudos no ambito da epigenética.

D AS RESPOSTAS EPIGENETICAS DE Daphnia A AGENTES DE STRESS AMBIENTAL

Os estudos realizados com Daphnia, tendo em vista a melhor compreensdo do papel da epigenética na
expressdo genética e morfoldgica destes organismos e, consequentemente, no meio em que estes se
inserem, s&o pontuais. E fulcral compreender de que modo a epigenética é capaz de influenciar o ciclo de
vida dos dafniideos (ver secc¢des anteriores, onde se destaca o valor de Daphnia nos ecossistemas
dulgaquicolas), sendo que, quando analisados em fase partenogénicas do ciclo de vida (em que néo
ocorrem alteracdes gendmicas), as alteracdes provocadas pelas marcas epigenéticas sdo ainda mais
evidentes. Neste ambito, sabe-se que a sensibilidade do epigenoma é variavel ao longo do ciclo de vida dos
organismos. Assim, pensa-se que os dafniideos, em estagios embrionarios de desenvolvimento, se
encontram mais suscetiveis a mudangas epigenéticas em genes associados a variagdes fenotipicas, e que
a exposicdo ao mesmo agente de stress em estagios pds-embrionarios permite a manutengédo do estado

epigenético anteriormente adquirido (Harris et al. 2012).

Durante a reproducdo assexuada também se verifica a influéncia do ambiente na resposta dos organismos,
uma vez que € este que determina a produgdo de ovos haploides ou diploides, através de fatores como a
temperatura ou o fotoperiodo (Kleiven et al. 1992). Assim, as condi¢cbes ambientais existentes, aquando da
primeira divisdo meiética, serdo determinantes, uma vez que até esta fase o ovario pode conter tanto ovos
haploides como diploides (Zaffagnini 1987). A producdo de machos € induzida por um processo semelhante
ao supramencionado durante o ciclo partenogenético (tanto machos como fémeas sdo geneticamente
idénticos a progenitora) sendo tipicamente, mas nédo exclusivamente, produzidos em ninhadas que contém
unicamente machos (Sanford 1947; Zaffagnini e Sabelli 1972; Olmstead e LeBlanc 2007). Além destas
ninhadas, em certas espécies, os machos podem também ter origem em ovos de resisténcia, as ephippia
(Schwartz e Herbert 1985). Toyota et al. (2015) mostraram que a presenca de concentracdes elevadas da
hormona metilfarnesoato induz a produgdo de machos, verificando que a traducao dos estimulos ambientais
pode ser feita através do sistema neuro-endécrino (Olmstead e LeBlanc 2007; LeBlanc e Medlock 2015;
Toyota et al. 2015).
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Ao contrario do que acontece com a determinagdo da producdo de ovos, a determinagcdo sexual ocorre
aquando da maturacao do odcito, antes da primeira fase do desenvolvimento embrionario. Sandorf (1947),
num estudo direcionado para a produgcdo de ninhadas mistas em Daphnia longispina, verificou que a
existéncia destas ninhadas se estendia a geragcfes de organismos que ndo haviam sido expostas ao agente
de stress, tendo assim vincado a preponderancia dos estimulos ambientais na determinacéo sexual, e ainda
dado a conhecer a possibilidade da existéncia de efeito transgeracional associado a mesma. As diferencas
entre machos e fémeas ndo sdo unicamente morfolégicas, tendo-se verificado maior expressao do gene
nuclear doublesex associada a determinacdo de machos ao longo da embriogénese, sugerindo assim que a
determinag&o sexual através de estimulos ambientais se sobrep8e a determinagao por via genética (Kato et
al. 2011).

Diversos foram os estudos ja realizados com vista a compreender de que modo a exposi¢cdo a quimicos
influencia a fertilidade partenogénica, com enfoque nos mecanismos epigenéticos potencialmente
subjacentes as variagbes observadas. Varios quimicos foram testados tendo sido obtidos resultados
contraditorios. Por exemplo, a exposicdo a agentes como genisteina, biochanina A, cadmio, 5-azacitidina e
5-aza-2’-desoxicitidina provocam uma diminui¢édo da fertilidade das fémeas, ao passo que a vinclozolina nao
produz qualquer tipo de efeitos (Vandegehuchte et al. 2009, 2010a). Além destes, foram ainda efetuados
ensaios com zinco, tendo os resultados sido inconclusivos. Observou-se um efeito negativo na fertilidade da
FO, geracdo exposta, tendo este efeito sido nulo tanto na F1 como na F2 quando estas ja ndo se
encontravam expostas. No entanto, quando os autores prolongaram a exposicdo a zinco para as geragoes
F1 e F2, apenas na F1 se verificou diminuicdo da fertilidade. Estes resultados foram interpretados como
uma aclimatizacdo dos organismos ao meio contaminado uma vez que tal situacdo se encontra comprovada
para exposi¢cbes a cadmio, cobre e zinco (Bossuyt e Janssen 2004; Muyssen e Janssen 2004;
Vandegehuchte et al. 2010b). Em suma, e uma vez que 0s organismos testados eram geneticamente
idénticos e se verificou transmisséo de caracteristicas entre geracdes em alguns dos casos, acredita-se que
a origem destas variacdes é epigenética, sendo esta ideia suportada pelo facto de alguns destes quimicos

alterarem o estado de metilacdo do ADN (Vandegehuchte et al. 2010a).

O interesse na descoberta dos efeitos que a epigenética pode ter nestes organismos transcende os efeitos
reprodutivos, tendo os estudos explorado também processos de alteragdo morfolégica em Daphnia. Neste
ambito, os estudos dividem-se em trés areas distintas. A primeira aborda o crescimento corporal dos
organismos quando expostos a meios contaminados com agentes capazes de alterar o estado de
metilacdo, como € o caso do 5-azacetidina, genisteina, vinclozolina, biochanina A e zinco (Vandegehuchte
et al. 2010a, c). Os resultados obtidos apds as respetivas exposi¢cdes permitiram conclusdes consistentes,
tendo todos os agentes provocado uma diminuicdo do comprimento corporal mesmo nas geracdes nao
expostas (F1 e F2) (Vandegehuchte et al. 2010a). Uma vez mais surge a duvida relativamente a
possibilidade de herdabilidade transgeracional podendo, de forma alternativa, a exposicdo embrionéria estar

na origem destes resultados.

Além dos estudos relativos ao crescimento corporal, foram também realizados testes de modo a aferir se o
desenvolvimento de estruturas anti-predatdrias, como o capacete ou os neckteeth (dificultam a ingestédo do
organismo pelos predadores), é alterado quando os organismos se encontram expostos a infoquimicos que

denotam a presenca de predadores (Tollrian e Dodson 1999; Miyakawa et al. 2010). No caso do capacete,
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uma extensdo craniana do exoesqueleto, foram realizados estudos com D. cucullata, D. lumholtzi e D.
ambigua tendo, em todas as espécies, sido observado um aumento do capacete na geragdo exposta
(Tollrian 1990; Agrawal et al. 1999; Sagawa et al. 2005). Quando 0s heonatos foram expostos ao agente de
stress ainda nos primeiros estagios de desenvolvimento, observou-se uma resposta imediata,
demonstrando assim que, neste periodo especifico, o epigenoma se encontra vulneravel a estimulos
externos (Agrawal et al. 1999). Estes autores avaliaram a resposta dos organismos em geracdes nao
expostas, verificando que os neonatos destas geracdes mantinham a inducdo do desenvolvimento do
capacete, podendo isto ser sinébnimo da existéncia de efeito transgeracional ou de sensibilidade
epigendmica ao longo do desenvolvimento embrionario. No que aos neckteeth diz respeito, Sagawa et al.
(2005) demonstraram que D. pulex, tal como outras espécies, induz o crescimento desta estrutura quando
exposta a infoquimicos. Para que se dé o desenvolvimento destas estruturas é necessario, segundo
Miyakawa et al. (2010), que haja exposi¢éo a infoquimicos durante o desenvolvimento embrionério, além da
ja reconhecida exposicao ao longo dos trés primeiros estagios pés-embrionarios, intervalo no qual se da o
desenvolvimento dos neckteeth (Imai et al. 2009; Miyakawa et al. 2010). Assim, verificou-se que a
exposicdo na fase embrionaria promove a indugdo do desenvolvimento desta estrutura, sendo a exposi¢ao
nos estagios pds-embrionarios essencial para a manutencdo e expressdo fenotipica dessa inducéo.
Miyakawa et al. (2010) propuseram ainda que seria o Differential Display 1 (DD1), um gene associado a
alteracdo de expressdo em estagios embrionarios em dafnias expostas a infoquimicos, o responséavel pela
rececdo do estimulo infoquimico e pelo estabelecimento das alteracdes epigenéticas que levam a produgéo
dos neckteeth. Além disso, verificaram ainda que diversos genes, como é o caso do DD1, DD2, DD3, Met,
InR, IRS-1, exd, JHAMT e Hox3, se encontram sobre-regulados em organismos expostos. Sendo conhecido
o papel de genes como Met e exd na alteracdo do estado epigenético de genes subjacentes, e dos genes
Hox na producgéo de um fator de transcricdo associado a cromatina, é possivel argumentar que a formagao
e manutencao dos neckteeh terdo origem em alteracBes epigenéticas (Rauskolb et al. 1993; Miura et al.
2005; Lemons e McGuinnis 2006).

D EFEITOS EPIGENETICOS TRANSGERACIONAIS

Apesar de ser comum ocorrer o restabelecimento das marcas epigenéticas em cada nova geragédo, sabe-se
gue tal pode ndo acontecer, dando-se assim a transmissdo das mesmas para as geragdes subsequentes,
ainda que estas ja ndo se encontrem expostas ao agente indutor. A descoberta deste fendmeno permitiu
estudar os mecanismos e 0 modo como o efeito transgeracional das marcas epigenéticas pode afetar as

populacdes e a evolugéo.

Durante a divisao de células somaticas, a transferéncia transgeracional dos padrdes de metilagdo de ADN é
efetuada pela acdo de metiltransferases de ADN. Neste fendmeno destacam-se os organismos que se
reproduzem sexuadamente. Nestes, para que se dé a transmiss@o das marcas epigenéticas, € necessario
gue estas ultrapassem os processos de meiose, gametogénese e embriogénese, no caso dos organismos
multicelulares (Bocock e Aagaard-Tillery 2009). No entanto, é importante realcar que, quando fémeas
gestantes sao expostas a qualquer tipo de agente de stress, s6 se considera a ocorréncia de efeito
transgeracional das marcas epigenéticas adquiridas caso estas estejam presentes até a terceira geracao

(Fs), ap6s a exposicdo. Este conceito baseia-se no facto das células germinativas que dardo origem a F: ja
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se encontrarem presentes nos embrides da Fi1 que, por sua vez, se encontram no interior da fémea exposta
(Fo) (Youngson e Whitelaw 2008). Xing et al. (2007) comprovaram a ocorréncia de um efeito epigenético
transgeracional relativo a suscetibilidade de desenvolvimento de tumores em Drosophila. Os referidos
autores descobriram que algumas das mutag¢des induzidas por uma quinase hiperativa eram também
responsaveis pela modificacdo fenotipica do tumor, através de marcas epigenéticas, tendo ainda verificado
gue estas modificacdes persistiam nas geracdes subsequentes, mesmo quando nestas jA& ndo se
verificavam as mutacdes induzidas pela referida quinase. Os autores sugerem, assim, que diversas
mutacdes, que ocorrem a nivel do genoma, podem alterar as marcas epigenéticas através da inducao ou
represséo da metilagdo do ADN e que a possibilidade da hiperatividade das referidas quinases estara na

origem da disrupcao da reprogramacao epigenética, promovendo assim a herdabilidade das epimutacdes.

Também em Arabidopsis thaliana foi reportada a existéncia de efeito transgeracional associado as marcas
epigenéticas. Johannes et al. (2009) destacaram que o primeiro obstaculo a ultrapassar se prendia com a
dificuldade em identificar de que modo as marcas epigenéticas tém influéncia a nivel fenotipico, uma vez
gue estas eram facilmente confundidas com o polimorfismo apresentado pela sequéncia de ADN. Para
contornar esta questéo foram selecionados dois progenitores que possuiam entre si poucas diferencas na
sequéncia de ADN, mas padrbes de metilagdo de ADN bastante distintos, tendo estes sido mantidos em
ambiente controlado ao longo de vérias geracdes. As observacdes efetuadas tornaram clara a alta
herdabilidade de algumas caracteristicas da planta (tempos de florescéncia e peso), mas também a

estabilidade da transmissdo de padrdes de metilagdo de ADN desde os progenitores até a oitava geracao.

Além de ocorrer em insetos e em plantas, sabe-se que também nos mamiferos é possivel a transmisséo
transgeracional de marcas epigenéticas, sendo um exemplo demonstrativo o dos ratos. No seguimento dos
trabalhos ja levados a cabo (Hadchouel et al. 1987; Allen et al. 1990; Roemer et al. 1997), Morgan et al.
(1999) reportaram a primeira evidéncia convincente da existéncia de efeito transgeracional no locus A,
Neste estudo, os autores verificaram que o facto de progenitores agouti serem mais suscetiveis a ter
ninhadas agouti, e progenitores amarelos a ter ninhadas amarelas, se prende com o ambiente uterino em
gue as crias se desenvolvem, sendo este efeito possivel devido a uma remoc¢éo incompleta das marcas

epigenéticas.

Tendo em conta os exemplos acima mencionados e as caracteristicas ja abordadas do género Daphnia, é
plausivel que também nas espécies deste género ocorra a transmissdo de marcas epigenéticas ao longo
das geracgbes. Assim, a prioridade de investigacdo neste campo sera a verificagdo desta hipdtese, para
posteriormente aprofundar o estudo do efeito que a transmissdo epigenética pode ter nas populacdes
naturais de Daphnia e, consequentemente, nos ecossistemas em que ocupam uma posicao trofica e

funcional central.
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