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Resumo

Neste trabalho pretende-se avaliar a influéncia do stress de alta temperatura (SAT)
nos padrdes de organizacdo da Cromatina de duas sequéncias repetitivas — DNA
ribossomal 45S e subtelomérica pSc200 - e de nucléolos em nucleos de apices radiculares e
coleoptilos de plantulas de Secale cereale, utilizando hibridacdo in situ e imunocitoquimica,
respectivamente. Foi ainda analisada a influéncia do SAT nos padrdes de transcricdo das
referidas sequéncias através de PCR quantitativo em tempo real.

Nucleos dos dois 6rgaos analisados apresentam diferentes padrées de conformacéo,
sendo os nulcleos de apices radiculares maiores, com sinais de FISH subteloméricos mais
dispersos e a sonda ribossomal mais compactada. A alta temperatura provoca uma
descondensacédo da cromatina nas sequéncias em nucleos de apices radiculares, enquanto
em nulcleos de coledptilos se observou, para além do rDNA mais descompactado, um
aumento da area nuclear sugerindo uma descondensacéo de todo o ndcleo. Também a area
nucleolar aumenta nos dois tipos de nlcleos analisados quando sujeitos ao stress,
indicando, tal como os resultados do PCR quantitativo em tempo real, um aumento na
expressao do rDNA. Neste trabalho é demonstrado pela primeira vez, que a sequéncia,
repetitiva subtelomérica pSc200 é transcrita, ndo sendo no entanto afectados os niveis de

transcricdo com o SAT.

Palavras-chave: Secale cereale, stress de alta temperatura, DNA ribossomal, subtelomérica

pSc200, nucléolo



Abstract

The aim of this work was to evaluate the influence of high temperature stress (HTS)
in the chromatin organization of two repetitive sequences — 45S ribossomal DNA and
subtelomeric pSc200 — and of nucleoli in interphase root tips and coleoptiles nuclei from
Secale cereale seedlings using fluorescent in situ hybridization and imunocitochemestry,
respectively. Furthermore we analyzed the influence of high temperature stress in the
transcription patterns of the same sequences through quantitative real-time PCR.

Nuclei from both organs show different conformation patters. Root tips nuclei have
bigger dimensions, more disperse subtelomeric FISH signals and more compact ribossomal
probe.

We observe that high temperature stress causes chromatin decondensation in both
seqguences in root tips nuclei, while in coleoptile nuclei, beside the rDNA decondensation, we
observe an increase in the nuclear area suggesting a global nuclear decompactation. The
nucleolar area is also higher in both types of nuclei of stressed seedlings. This increase
could be correlated with the increase in the ribossomal genes expression level induced by
temperature stress, demonstrated through real-time PCR. The present work describes for the
first time that the subtelomeric sequence pSc200 is transcribed, although its levels are not

significantly altered with high temperature stress.

Keywords: Secale cereale, high temperature stress, ribossomal DNA, subtelomeric pSc200,

nucleolus



Extended Abstract

The effects of stress have been studied in plants morphology, physiology and gene
expression. The aim of this work was to evaluate the high temperature stress (HTS)
influence in chromatin conformation patterns of interphase nuclei from two distinct organs,
and in the transcription level of repetitive coding and non coding sequences in rye (Secale
cereale). Two repetitive sequences were chosen - ribosomal coding sequence 45S and
subtelomeric non coding sequence pSc200 - both present in rye genome in high copy
number, allowing a rigorous cytogenetic analysis. Chromatin organizing patterns were
evaluated through fluorescent in situ hybridization (FISH) technique using probes to the
referred sequences produced through polymerase chain reaction (PCR). On other hand,
nucleoli were also evaluated using the immunodetection technique with an antibody that
targets fibrillarin, a nucleolar protein. Nuclei from root tips and coleoptiles of rye seedlings
without treatment (kept at 22°C) and subjected to a high temperature stress (2°C per hour
gradual increase in temperature from 22°C until 40°C, followed by 4 hours at 40°C) were
analyzed. Finally, sequence transcription patterns were estimated in seedling leaves with
and without HTS through quantitative real time PCR.

We observed that nuclei from both organs of non treated seedlings analyzed shows
different conformation patterns. Root tips nuclei have higher dimension, pSc200 FISH signals
more dispersed and smaller ribosomal FISH signals comparatively to coleoptile nuclei.
Additionally, in root tips nuclei it was possible to distinguish heterochromatic domains that co-
localize mostly with subtelomeric knobs. Conversely, the frequency of coleoptile nuclei
presenting heterochromatic domains is lower but, when observed, they are also co-localizing
with the subtelomeric probe.

The results revealed that in root tips nuclei, HTS doesn’t affect the nuclear area, but
induces both ribossomal and subtelomeric sequences decondensation. This was quantified
using in situ area measurements that confirmed the increased dimension of FISH signals,
being however the in situ signal number constant. In coleoptile nuclei an increase in nuclear
area was observed, revealing a global nucleus decompactation, accompanied by an increase
in ribossomal in situ area and a more scattered subtelomeric FISH signals. The differences
observed between root tips and coleoptiles nuclei from non-treated seedlings are no longer
observed in comparison with coleoptile nuclei from treated seedlings.

The nucleolar analysis showed equally a significantly effect of HTS in area and
number of nucleoli. In fact, temperature stress caused an increase in the number of cell with
two nucleoli and of the nucleolar area, both in root tips and coleoptile nuclei. The increase in
nucleolar area could be related to the greater ribosomal genes expression. In fact, the results

obtained from quantitative real-time PCR showed approximately a two fold increase in the



transcription level of rRNA genes in seedlings HTS treated, in comparison with non treated
seedlings. On the other hand, it was demonstrated for the first time that the subtelomeric
sequence pSc200 is transcribed, however the transcription levels are not affected by HTS.
The results obtained allowed to conclude that different organs from plants in the same
developmental stage have different nuclear topology patterns and that HTS affects chromatin
organization, leading to an increase in the decondensation and in the transcription levels of

rDNA repetitive coding sequences.

Vi
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Preambulo

As plantas estao expostas a diversos factores ambientais, alguns dos quais induzem
situacbes de stress que afectam o0 seu crescimento e desenvolvimento. Os factores
causadores de stress podem ser de dois tipos: biéticos, no caso do agente causador do
stress ser um organismo vivo, ou abibticos, no caso de o stress ser causado por factores
ambientais (Madlung and Comai, 2004). Os stresses abidticos englobam, nomeadamente,
0s stresses hidrico, térmico, salino, luminoso ou escassez de nutrientes, sendo 0 stress
hidrico o mais estudado. Os mecanismos de resisténcia, que permitem sobreviver ao stress
envolvem dois tipos de respostas possiveis: tolerdncia, que permite a planta manter a
actividade metabdlica semelhante a situagédo normal; evasdo em que a planta entra num
estado de dorméncia, diminuindo acentuadamente a actividade metabolica. Por outro lado a
planta pode ser susceptivel ao stress a ponto de ndo sobreviver a este. A sobrevivéncia do
organismo esta também dependente da sua aclimatagéo e/ou adaptacdo ao stress imposto.
A aclimatacdo € a capacidade que as plantas tém de ajustar atributos fisiol6gicos e
estruturais como resposta a um determinado estimulo ambiental, ajustes que lhe permitirdo
responder melhor a uma situagéo de stress posterior (Buchanan, 2000).

A tolerancia das plantas ao stress reflecte-se normalmente a quatro niveis:
homeostase, ajuste metabdlico, controlo de crescimento e controlo de danos sofridos. Estas
respostas envolvem variagdes na expressao génica controlada por factores de transcricdo

activados (Zhu, 2002) através das vias de sinalizacéo celular.

Alteracdes nos padrdes de expressao de genes especificos ou na actividade de
determinadas proteinas como resposta ao stress tém sido amplamente estudadas (Kim et
al.,, 2010). No entanto desconhecem-se ainda os efeitos do stress térmico na transcrigdo e
nos padroes de organizacdo nuclear de sequéncias repetitivas. Este trabalho pretende
assim avaliar as alteragBes induzidas por stress térmico nos padrdes de organizacdo e
expressao de duas sequéncias repetitivas em diferentes 6rgdos de plantulas de Secale
cereale. O centeio é uma planta modelo em estudos citogenéticos, devido ao grande
genoma (8110 Kpb (Bennett and Smith, 1976)) e ao numero reduzido de cromossomas
(2n=14). As sequéncias seleccionadas para este estudo, uma codificante (DNA ribossomal)
e outra ndo codificante (subtelomérica pSc200) estdo presentes em elevado nimero de
repeticbes localizadas em regides restritas dos cromossomas, possibilitando uma andlise
rigorosa dos efeitos do stress térmico em sequéncias envolvidas na sintese proteica e na

organizacdo do genoma.



Revisao do estado da Arte

Organizacdo e dindmica da cromatina

Nos eucariotas o0 DNA encontra-se associado a proteinas (histonas), formando a
cromatina que pode apresentar distintos niveis de organizagdo. O nucleossoma representa
0 primeiro nivel de organizacdo sendo constituido por 147 nucleétidos que envolvem um
octamero de quatro histonas, H2A, H2B, H3 e H4 (existindo duas histonas de cada tipo) que
se encontram ligadas pela histona H1. A fibra de cromatina de 30nm constitui o segundo
nivel, resultante da associacdo dos nucleossomas levando a um novo enrolamento
helicoidal (Woodcock and Ghosh, 2010).

As alteracbes de aminodcidos localizados nas caudas das histonas modulam a
acessibilidade da cromatina a transcricdo, sendo as mais estudadas a metilacdo, a
acetilagdo e a fosforilacdo (Peterson and Laniel, 2004). As alteracdes das histonas
influenciam o nivel de compactacdo da cromatina, nhomeadamente a hipoacetilacdo das
histonas H3 e H4 e a hipermetilacdo dos residuos de lisina 9 e 27 da histona H3 (H3K9me e
H3K27me) induzem a condensac¢do, enquanto a hiperacetilacdo das histonas H3 e H4
promove a descondensacao (Bender, 2004). As enzimas mais comuns responsaveis pelas
alteragdes de aminoécidos presentes nas caudas das histonas sdo as acetiltransferases
(HAT), as desacetilases (HDAC) as metiltransferases (HMT), as desmetilases (HDMT) e as
cinases (Peterson and Laniel, 2004).

A metilacdo de citosinas influencia igualmente a organizacdo da cromatina. Ao
contrdrio do que acontece em animais, em que a metilagcdo ocorre maioritariamente em
sequéncias simétricas CpG, a metilacdo de citosinas em plantas pode também ocorrer em
locais CpG e CpNpG (Bender, 2004). Existem quatro classes distintas de metilases do DNA
em plantas: DRM1 e DRM2 (domains rearranged methyltransferase) responsaveis pela
metilacdo de novo e ortologas da DNMT3 dos mamiferos (Aufsatz et al., 2004), CMT3
(chromomethyl-transferase), exclusiva de plantas, que actua como metilase de novo nas
regibes ndo CpG e como metilase de manutencdo das regides CpNpG; e a DNMT2
(mammalian DNA methyltransferase), uma metiltransferase ainda de funcdo desconhecida
(Fransz et al., 2006). Aquando da replicacdo do DNA, a metilagdo dos locais CpG € mantida
pela actuacdo da MET1 (methyltransferase), uma enzima de metilagdo de manutencéo (que
também pode actuar como metilase de novo) que, por interacgcbes com outras proteinas,
metila a cadeia réplica reconhecendo os locais de metilagdo presentes na cadeia molde. A
manutencdo da metilagdo em locais CpHpG pensa-se ser feita através de uma interaccao
com as histonas. Por fim a metilagdo assimétrica € mantida pela DRM2 (Law and Jacobsen,
2010).



A determinacgdo dos locais de metilagdo de novo pode ser mediada pelo processo
RNA directed DNA methylation (RdDM), que também pode estar envolvido na metilagédo de
manutencgdo. A transcricdo de diversas sequéncias origina moléculas de RNA em cadeia
dupla (dsRNA) que apds a degradacdo por proteinas DICER-like originam pequenas
moléculas de RNA que podem ser de dois tipos: small interfering RNA (siRNA), originadas
de uma molécula de dsRNA simples, ou micro RNA (miRNA), caso tenham resultado da
clivagem de uma molécula de RNA com estrutura secundaria em gancho. As pequenas
moléculas de RNA, associados a proteina ARGONOUTA possibilitam a metilagéo através do
mecanismo RdDM utilizando uma das metilases de novo. A metilacdo de manutencao dos
locais ndo CpG baseia-se num processo semelhante, utilizando as metilases DRM ou CMT3
consoante seja uma zona CpNpN ou CpNpG, respectivamente (Fransz et al., 2006).

Existem portanto duas formas globais de organizacdo da cromatina, que diferem no
estado de condensacdo: a eucromatina, que se encontra descondensada, e a
heterocromatina, que se encontra bastante condensada durante todo o ciclo celular (Neves,
2007). Estas diferencas estao correlacionadas, na maioria dos organismos, com diferentes
estados de metilagéo de citosinas do DNA e com diferentes tipos de alteracdes das histonas

designando-se por marcas epigenéticas (Szyf, 2007).

Dinamica de dominios heterocromaticos durante o desenvolvimento

O desenvolvimento das plantas superiores envolve diferentes fases, iniciando-se na
fase embrionaria e terminando na fase reprodutiva através da formacdo de novas estruturas
(Poethig, 2003). A transicdo entre as fases é regulada por vias independentes de sinalizagéo
celular e envolve a modulacdo da expressdo de inUmeros genes em resposta ao efeito de
hormonas, a alteracdes do fotoperiodo, da qualidade da luz e da temperatura, entre outros
factores (Mouradov et al., 2002).

Durante o desenvolvimento observam-se diversas alteragdes dos dominios
heterocromaticos do genoma, acompanhados por modificagbes das marcas epigenéticas.
(Mathieu et al., 2003) observou que em plantulas de Arabidopsis thaliana o estabelecimento
de cromocentros (dominios heterocromaticos) ocorre entre 0s 2 e 0s 4 dias apls a
germinacdo, estando associado a alteracdes dos padrBes de distribuicdo de citosinas
metiladas e a localizacao topoldgica de diversas sequéncias tais como os genes rRNA 5S.
Apesar de em nucleos de plantulas com 2 dias os pré-cromocentros apresentarem marcas
de histonas caracteristicas da fraccdo heterocromética, o padrdo de organizacdo de
citosinas metiladas (5mC) é disperso pelo nucleo. Em nucleos de plantas com 3 semanas de
desenvolvimento ja se observam os blocos de DNA (cromocentros), corroborando o facto de

numa fase inicial do desenvolvimento ainda n&o existirem verdadeiros cromocentros.
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Durante o inicio da germinacdo de organismos hibridos ou poliploides, também a
dominancia nucleolar (silenciamento preferencial de NORs de um dos genomas parentais),
associada a modificacbes da organizagdo da cromatina, é afectada. (Pontes et al., 2007)
estudaram o estabelecimento da dominancia nucleolar durante o desenvolvimento de
Arabidopsis suecica (hibrido alotetraploide entre A. thaliana e A. arenosa). Nesse trabalho
demonstrou-se que a dominancia nucleolar se estabelece precocemente, observando-se
mais transcritos ribossomais do genoma silenciado nos cotilédones e nas raizes jovens,
seguindo-se uma progressiva reducao desses transcritos nas plantas com quatro folhas até
ao total silenciamento detectado na planta adulta. As marcas epigenéticas para a
heterocromatina estdo ndo sO associadas a estas alteracfes na expressdo dos genes
ribossomais de A. thaliana no hibrido, mas também com a fraccdo de genes de rRNA
inactivos de A. arenosa (que co-localizam parcialmente com H3K9me2). Esses autores
identificaram a importédncia de duas deacetilases de histonas (HDA6 e HDT1) no
estabelecimento da dominancia nucleolar ao longo do desenvolvimento em A. suecica, bem
como a correlacao existente entre a desacetilacdo de histonas e a metilacédo de citosinas.

(Chen and Pikaard, 1997) demonstraram ainda que a dominancia nucleolar é
incompleta na fase de transi¢céo floral em individuos do género Brassica como (Pontes et al.,
2007) veio a confirmar detectando transcritos de A. thaliana no hibrido A. suecica nesta
mesma fase do desenvolvimento.

Na transicdo floral observam-se igualmente marcantes alteracdes na topologia
nuclear, como demonstrado em A. thaliana por (Tessadori et al., 2007b). Nessa fase de
desenvolvimento, em nucleos de mesdfilo foliar, verifica-se a descompactacdo de
sequéncias heterocroméaticas centroméricas e também de zonas ricas em sequéncias
génicas associada a diminuicdo da metilacdo de citosinas. A descompactacao da cromatina
esta relacionada com um dos genes responsaveis por um fotoreceptor da via de sinalizacao
luminosa, CRYPTOCHROME 2 (CRY2). De facto, em plantas mutantes para o gene CRY2
nos dois ecotipos analisados (Col-0 e Ler), ndo se observa a referida descompactacéo.
Posteriormente, (Tessadori et al., 2009) confirmaram que a organizacdo da cromatina €
afectada pelas condi¢des luminosas em ambientes naturais através da analise de diferentes
ecotipos de A. thaliana com distintas proveniéncias geograficas. Como reguladores da
organizacdo dos dominios heterocromaticos de A. thaliana esses autores indicam o
fotorreceptor PHYTOCHROME-B (PHYB) e a HDAG.

11



Alteracdes epigenéticas mediadas por stress

Diversos trabalhos tém provado o envolvimento de alteracbes epigenéticas nos
mecanismos de resposta das plantas a condicGes de stress. Em arroz (Tsuji et al., 2006)
verificaram que a transcricdo dos genes que codificam para as enzimas alcool
desidrogenase e piruvato descarboxilase 1 sdo induzidos em duas fases do tratamento de
submersdo, as 2 e 12 horas. A estas indugfes estdo associadas alteracfes nas marcas
epigenéticas, as H3K4,,,. passam a H3K43.,, € hd um aumento da acetilacdo da histona H3.
Ambas as alteracdes descritas sé@o reversiveis, observando-se um retorno a padrdes
normais apés o fim do stress que corresponde ao arejamento das sementes e ao retorno
dos niveis de transcricdo aos valores basais. Também em arroz se verifica uma alteracéo na
expressao de algumas HDAC em resposta a stress térmico (24 horas a 4°C), ou ao aumento
das concentracdes de manitol e cloreto de sodio, indicando o possivel envolvimento de
deacetilases de histonas nas vias de resposta ao stress (Fu et al., 2007)

Em Arabidopsis, verificou-se também que o0s stresses abidtico e bibtico induzem
desacetilacdo de histonas mediada pelas HDA6 e HDA19 (Chinnusamy and Zhu, 2009)
sendo a expressdao de ambas induzida pelo acido jasmoénico e o etileno, em resposta a
interaccdes entre a planta e o agente patogénico (Zhou et al., 2005). Kim et al 2008
verificaram, também em Arabidopsis, que quatro genes de resposta ao stress de défice
hidrico, responsive to dehydration (RD)29A, RD29B, RD20 e AP2 domain-containing
transcription factor (At2g20880), apresentam um aumento progressivo da H3K4me3 e
H3K9ac durante as 5 horas ap0s a inducdo do stress. Com excepcédo do gene RD29A, todos
0S restantes apresentam também um aumento nos niveis de H3K23ac e H3K27ac,
indicando uma marcante alteracdo de padrdes epigenéticos. Todas estas marcas estao
associadas ao aumento de actividade génica.

(Sokol et al., 2007) verificaram que plantas de tabaco e de A. thaliana respondem ao
stress salino e térmico (frio) e ao acido abcisico exdgeno, através de um aumento (5
minutos apds o tratamento, mantendo-se por 20 minutos e 1 hora apos o stress) da
fosforilacdo do residuo 10 de serina da H3, e um posterior aumento da fosfoacetilacdo da
H3 e acetilacdo da H4.

A modulagéo do nivel de metilagdo das citosinas esta também envolvida na resposta
a stress. Em milho, o stress de baixa temperatura (6 dias a 4°C) induz a hipometilagdo do
DNA, mantendo-se esse padrao durante 7 dias ap0s a transferéncia para 23°C (Steward et
al., 2002). Em plantas de tabaco sujeitas a stress osmoético e salino verifica-se a indugéo da
hipermetilacdo de sequéncias repetitivas dispostas em tandem n&o transcritas HRS60
(Koukalova et al.,, 1989) e GRS (Gazdova et al.,, 1995), duas familias de sequéncias

repetitivas de Nicotiana tabacum. Em resposta ao stress induzido por altas concentracdes
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de aluminio, salinidade e baixas temperaturas, as plantas de tabaco expressam uma
proteina (glycerophosphodiesterase-like NtGPDL) que induz a hipometilacdo de sequéncias
de DNA em locais CCGG (Choi and Sano, 2007).

(Sunkar and Zhu, 2004) verificaram em A. thaliana a influéncia do stress de baixa
temperatura (0°C durante 24 horas), desidratacdo (através da privacdo de agua ou da
exposicao a elevados niveis de salinidade) e de acido abcisico nos niveis de expresséo de
alguns miRNAs. Concluiram que os miRNAs actuam regulando a expressao de genes e/ou
processos envolvidos na resposta ao stress, e que 0s seus niveis de expressao dependem
da sua sequéncia alvo.

Alteracdes no desenvolvimento podem também ocorrer como resposta das plantas
ao stress. De facto, sdo comuns altera¢des na diferenciagéo celular induzidas por condicbes
de stress, nomeadamente na transicdo para a fase reprodutiva, através do atraso do
desenvolvimento em condi¢des ambientais adversas (Chinnusamy and Zhu, 2009). O
excesso de espécies reactivas de oxigénio (ROS) pode induzir um stress oxidativo na
planta, mas também sao necessarias para o desenvolvimento da planta. Em folhas de milho
(Bernstein et al., 2010) verificaram que, sob efeitos de stress salino, diferentes fases de
desenvolvimento necessitam de diferentes enzimas para a evasao ao stress oxidativo. Ha
uma reducdo do nivel de ROS nas folhas mais jovens devido a actividade da superoxido
dismutase (SOD) e da ascorbato peroxidase (APX), sendo preterida a necessidade de ROS
para o0 crescimento perante a possibilidade da planta ser afectada por stress oxidativo
induzido pelo stress salino. Em folhas adultas a quantidade de ROS é controlada pela
acetiltransferase do clorafenicol (CAT).

(Lee and Lee, 2003) demonstraram a susceptibilidade do pélen de A. thaliana ao
stress térmico resultante da exposicdo a baixa temperatura (0°C durante 72 horas) através
da reducdo da taxa de germinacédo do pélen e do atraso na producdo de sementes. Os
autores indicam que estes efeitos se devem a auséncia de expressao dos genes de
resposta ao frio no gréo de pdlen, ao contrario do verificado em folhas adultas. (Zou et al.,
2010) indicam a existéncia de uma correlacéo entre esta auséncia de expressdo e WRKY34,
factor de transcricdo da familia WRKY geralmente associada a respostas da planta a
situagdes de stress.

Por outro lado, o stress térmico pode causar disturbios ao nivel da homeostase
celular, com consequentes atrasos no crescimento e desenvolvimento da planta ou mesmo
induzindo a morte celular (Kotak et al., 2007). Relativamente a este stress abidtico, ha
respostas bem caracterizadas, como o aumento da producdo de proteinas de choque
térmico (HSPs), que actuam como chaperonas de modo a manter a conformagdo das
proteinas que podem desnaturar com temperaturas elevadas. As HSPs dividem-se em

varias familias consoante o seu peso molecular (HSP100, HSP90, HSP70, HSP60, small
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HSPs e ainda a Ubiquitina) (Efeoglu, 2009). Por outro lado, os factores de transcricdo de
resposta ao stress de alta temperatura (HSFs) medeiam a expressédo das HSPs e de outros
transcritos induzidos pelo calor. Os referidos factores de transcricdo dividem-se em trés
classes, A, B e C, que diferem entre si essencialmente pelas caracteristicas estruturais dos
seus dominios de oligomerizacdo (Nover et al., 2001) e estdo igualmente envolvidos na
resposta a outros stresses como luminosidade elevada (Nishizawa et al., 2006). Existem
vérias vias de sinalizacdo onde se encontram envolvidas HSPs, HSFs e hormonas como o
etileno, &cido salicilico e o &cido abcisico permitindo a planta alcangar a termotolerancia.
Estas vias estdo também envolvidas na resposta ao stress oxidativo, o que indica uma
relagdo proxima entre distintos stresses (Kotak et al., 2007). (Vacca et al., 2004) verificaram
um aumento da quantidade de ROS (nomeadamente perdxido de hidrogénio e o ido
superéxido) apos a exposicao de plantas de tabaco a altas temperaturas (55°C) induzindo
morte celular programada. Um estimulo oxidativo pode também ter repercussdes ao nivel da
termotolerancia da planta, assim como a aplicacdo de acido abcisico e de um precursor do
etileno (1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid), por exemplo (Larkindale and Huang,
2004).

(Qin et al., 2008) expuseram duas variedades de trigo, uma susceptivel ao calor e
outra tolerante a stress térmico e verificaram que existiam alteracfes na expressao de
diversos genes nomeadamente os que codificam para HSPs, factores de transcricao,
sinalizac&o/biosintese de fitohormonas, componentes do metabolismo primario e secundario
e de resposta a stresses bidtico e abidtico. Plantas aclimatadas e ndo aclimatadas dos
distintos gendtipos de trigo foram também expostas a alta temperatura durante 1 ou 24
horas tendo-se verificado que a aclimatagdo tem um papel preponderante na resposta ao
stress de curta duracdo mas que 0 metabolismo da planta aclimatada foi mais afectado no

stress de longa duragdo em ambos os genotipos.

Organizacdo gendémica de sequéncias repetitivas em Secale cereale

O genoma de centeio (Secale cereale L.) é constituido por 8110 Mpb (Bennett and
Smith, 1976), sendo a fraccdo de sequéncias repetitivas correspondente a 92% (Bartos et
al., 2008). O DNA ribossomal e as regides subteloméricas ndo codificantes constituem duas
fraccbes repetitivas do genoma, particularmente bem caracterizadas em centeio. A
heterocromatina subtelomérica corresponde a 12-18% do genoma total (Bedbrook et al.,
1980) enquanto a ribossomal corresponde apenas a 0,32% (Appels et al., 1980; Rogers and
Bendich, 1987)

Algumas plantas com genomas grandes, como o trigo o centeio e a cevada, (Dong

and Jiang, 1998) apresentam 0s seus cromossomas com uma organizagcdo Rabl (Rabl,
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1885). Esta disposicdo € uma consequéncia directa da configuracdo dos cromossomas em
anafase e caracteriza-se pela posicdo em interfase dos teldémeros num pélo e dos

centrémeros no poélo oposto (AragonAlcaide et al., 1996).

Sequéncias subteloméricas

As zonas teloméricas e subteloméricas dos cromossomas séo bastante importantes
desempenhando funcdes relevantes na estabilidade dos cromossomas, na organizacao
nuclear e no emparelhamento homologo (Vershinin et al., 1995). As regides subteloméricas
heterocromaticas de centeio consistem num numero restrito de familias de sequéncias de
DNA, que englobam, entre outras, a pSc119.2, a pSc200 e a pSc250. Estas trés familias
correspondem a repeticdes com 120, 521 e 476 pares de bases, respectivamente (Vershinin
et al., 1995). A sequéncia pSc200 representa aproximadamente 2,5% do genoma de
centeio, a pSc250 1% (Rivin et al.,, 1986) e a pScl119.2 menos de 1% (Bedbrook et al.,
1980). Quanto a localizacdo destas sequéncias repetitivas, a sequéncia pSc200 localiza-se
nas extremidades (imediatamente antes da zona telomérica) dos bracos de todos os
cromossomas de centeio, sendo que as unidades repetitivas se organizam em dimeros com
organizagao “head-to-head” ou “tail-to-tail” (Vershinin et al., 1995). Adjacente as sequéncias
pSc200 encontra-se um dominio também heterocromatico correspondente a sequéncias
pSc250, apenas em 18 bragos cromossémicos (Vershinin et al., 1996). A sequéncia
pScl19.2 apresenta multiplas localiza¢Bes intercalares e subteloméricas nos cromossomas
de centeio (Vershinin et al.,, 1995). Os sinais de hibridacdo in situ fluorescente das
sequéncias pSc200 e pSc250 co-localizam-se com o0s blocos subteloméricos DAPI-
positivos. Nesses dominios existe uma elevada concentracédo de repeticbes em série, tendo
a sequéncia pSc200 uma estrutura interna mais homogénea tal como comprovado pelo
padrdo dos produtos de PCR (polymerase chain reaction) (Vershinin et al., 1996). As
sequéncias pSc200 estdo presentes ndo s6 em centeio, mas também noutras espécies dos
géneros Agropyron e Dasypyron. No entanto, nestas espécies, localizam-se apenas em
algumas regides subteloméricas, podendo ser igualmente detectadas noutras regides

cromossomicas (Vershinin et al., 1996).

DNA ribossomal

As unidades de DNA ribossomal 45S (rDNA) encontram-se repetidas e dispostas em
série em regides especificas dos cromossomas, os NORs (Nucleolar Organizer Regions).
Nestas unidades, encontram-se zonas codificantes, 18S, 5,8S e 25S (25S em plantas, 28S
em animais (Sumner, 1990) (Pederson and Politz, 2000) e ndo codificantes — regiao

intergénica e spacers internos transcritos (ITSs 1 e 2) posteriormente removidos do
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transcrito inicial (Fig. 1). O rDNA 5S encontra-se em loci distintos da unidade 45S (Heslop-
Harrison, 2000).

<ccentronmere [
NOR

P rRNA genes in tandem repeats

/
gene
promoter

lntergenlc
spacer

Figura 1. Representagcdo esquemética do NOR
rRNA coding sequences (Adaptado de (NeVeS et al., 2005))

No genoma de centeio existe um locus de rDNA localizado no cromossoma 1 e a
organizacdo desse dominio em interfase revela duas frac¢cBes distintas: heterocromatica e
eucromatica. Assim, na maioria dos nuUcleos interfasicos observam-se dois blocos
heterocromaticos localizam-se na periferia do nucléolo (blocos perinucleolares) de onde
emanam fibras de rDNA para o interior do nucléolo, que correspondem as zonas
transcricionalmente activas (Fig. 2A) (Leitch, 1993). Estudos posteriores revelaram que
apesar de esta organizacdo ser a maioritariamente observada (89%), podem verificar-se
outros tipos de organizacdo do rDNA em nucleos de 4pices radiculares de centeio (Caperta
et al., 2002), nomeadamente: (i) ndcleos em que se observam apenas 0s blocos
perinucleolares (9%) ou (ii) nucleos apresentando blocos perinucleorares e pequenos blocos
de rDNA intranucleolares ligados por finos filamentos de cromatina (2%). Em metafase, a
regido dos NORs que foi transcrita na interfase anterior mantém-se descondensada e
denomina-se constricdo secundaria, continuando a observar-se o bloco heterocromético,

proximal em relagcdo ao centromero, que corresponde aos genes inactivos na interfase

anterior (Fig. 2B) (Caperta et al., 2002).
NOR —l%*‘omstrigao
. Secundaria
Centromero

Figura 2. Representacdes esquematicas da organizacdo do rDNA de centeio em interfase (A) e em

A Interfase B Metafase

cromossomas metafasicos (B)
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Os rRNAs resultantes da transcricdo destes genes, em conjunto com varios comple-
X0s proteicos, participam na producéo dos ribossomas nos nucléolos, que correspondem a
regides com menor densidade de DNA do nucleo interfasico (Neves et al., 2005). O nucléolo
apresenta trés componentes distintas: os centros fibrilares (FCs — fibrillar centers), a com-
ponente fibrilar densa (DFC — dense fibrillar component) e a componente granular (GC —
granular componente) (Sirri et al., 2008). Os FCs sdo as zonas mais internas do nucléolo,
guando comparadas com as restantes, e onde € possivel distinguir uma subestrutura fibrilar
(Recher et al., 1969). A sua volta dispdem-se os DFC, que apresentam uma estrutura mais
densa, por vezes com um aspecto rendilhado devido a existéncia de pequenos FC intercala-
dos (Sato et al., 2005). Por fim, na zona mais periférica do nucléolo, existe uma regido gra-
nular que consiste em granulos de ribonucleoproteinas com 15 a 20 nm (Raska et al., 2006).

Considera-se que na fronteira entre FCs e DFCs ocorre a transcricdo dos genes
ribossomais (Gonzalez-Melendi et al., 2001; Raska, 2003), apesar de haver outros estudos
gue indicam que a transcricdo ocorre no interior dos FCs (p.e. (Cmarko et al., 2000; Raska
et al., 1995; Scheer and Benavente, 1990; Thiry et al., 2000)). No DFC ocorre a maturagéo
dos pré-RNAs e a sintese de rRNAs funcionais (Bartova et al., 2010). Os granulos que se
observam no GC correspondem a particulas pré-ribossomais (Raska et al., 2006), sendo
nesta regido que ocorre a sintese das subunidades ribossomais (Bartova et al., 2010).

O nucléolo é composto por varias ribonucleoproteinas, como a fibrilarina, que
participa no processamento do pré-rRNA e a organizagdo das subunidades ribossomas
(Nicol et al., 2000), e a nucleolina, envolvida no processo de génese das subunidades
ribossomais (Ginisty et al., 1999) (Bartova et al., 2010).
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Material e Métodos

Material Vegetal

As sementes de centeio (Secale cereale, 2n=14, RR, linha fornecida pelo Prof. Neil
Jones, Aberystwyth University) foram submetidas a um tratamento a 4°C durante cerca de 2
dias, de forma a sincronizar a germinacdo. Posteriormente, foram transferidas para uma
camara de crescimento a 22°C sem exposi¢do a luz e ao fim de 3 a 4 dias, as plantulas
foram submetidas a um tratamento térmico em que a temperatura foi elevada em rampa de
2°C por hora, dos 22°C aos 40°C. Ao fim de 4 horas a 40°C (SAT, stress de alta
temperatura), os &pices radiculares com 1-2 cm e os coleoptilos foram recolhidos de
plantulas controlo e com tratamento e foram fixados.

Para a realizacdo de hibridacdo in situ, o material foi fixado em etanol acético
(solucdo 3:1 (v/v) etanol absoluto/acido acético) durante 16 horas a temperatura ambiente,
com agitacdo e renovacado da solucao de fixador cerca de 4 a 5 vezes durante esse periodo
e posterior armazenamento a -20°C. Para a realizacdo de imunodeteccao in situ, o material
foi fixado em formaldeido 0,2% em 1xPBS* durante 30 minutos, tendo sido posteriormente
realizada uma fixacdo em metanol 100% durante 8 horas a temperatura ambiente com
agitacdo e renovacdo da solucdo a cada 40 minutos durante esse periodo e por fim
armazenado a -20°C.

Para os estudos moleculares, as plantulas obtidas da mesma forma foram mantidas
em camaras de crescimento com 8 horas de escuriddo (15°C) e 16 horas de luz (22°C). As
plantulas de centeio com 13 dias, no estado de crescimento 10, que corresponde a primeira
folha fora do coledptilo (codigo de crescimento de planta nova 10) segundo o Cddigo
Decimal de Zadoks para os estados de crescimento dos cereais (Tottman, 1977) foram
submetidas a tratamento de alta temperatura (SAT, anteriormente descrito). No fim do
tratamento térmico as folhas de pelo menos trés plantulas foram congeladas individualmente

em azoto liquido e posteriormente guardadas a -80°C.

! 10x Phosphate buffered saline: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 8 mM Fosfato de sédio dibasico, 2 mM fosfato de
sédio monobasico em agua destilada, ajustar pH a 7,4. PBS 1x: diluicdo de 1:10 de PBS 10x
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Analise Citogenética

Obtencéo de preparacdes

As raizes foram retiradas do fixador e lavadas numa solucdo de tampdo enzimatico
(1XEB?) 2 x 5 minutos. Em seguida, o material foi sujeito a uma digestdo com uma solucao
enzimatica® durante 1h15m para as raizes e 1h30m para os coledptilos (aproximadamente),
a 37°C. Os épices radiculares digeridos foram entdo transferidos novamente para tampao
enzimatico (1xEB). Posteriormente, cada apice radicular foi colocado numa lamina, numa
gota de 4cido acético a 60% (v/v), procedendo-se a dispersdo do material com o auxilio de
agulhas. Para finalizar, foi colocada uma lamela sobre o material, exercendo pressdes para
promover a separagao das células num unico plano, removendo o excesso de liquido com o
papel de filtro.

A qualidade das preparacgdes foi aferida com recurso a um microscopio de contraste
de fase, sendo depois removidas as lamelas dos esfregacos seleccionados, fazendo incidir
CO, durante 30 segundos na face da lamina oposta a da lamela, para possibilitar descolar
depois a lamela com o auxilio de uma lamina de barbear. As prepara¢gfes assim obtidas,

depois de secas ao ar, foram conservadas a 4°C até serem utilizadas

Hibridagao in situ fluorescente

Neste trabalho foram utilizadas as seguintes sondas:

— pSc200: sequéncia repetitiva subtelomérica de centeio (Vershinin et al.,
1996), marcada com digoxigenina-11-dUTP;

— Sonda designada como rDNA 45S, que corresponde a amplificacdo de trés
fragmentos distintos de rDNA do plasmideo pTa71l: dois fragmentos
localizados no 25S e um fragmento localizado no 18S, que foram usados
numa mistura com a proporcéao 1:1:1.

As sondas foram obtidas por PCR utilizando uma mistura de nucledtidos marcados e
nao marcados.
As laminas foram sujeitas a pré-tratamentos de modo a reduzir as possiveis

interacgdes entre as sondas e componentes celulares e facilitar a acessibilidade das sondas

2 1xEB: A — Acido citrico monohidratado 0,1 M; B — Citrato trissédico desidratado 0,1 M; 10xEB: adicionar na
proporgéo 2:3 (A:B); diluir 1:10 em agua destilada para obter 1xEB.

8 Solucéo enzimatica: 0,3% (p/v) celulase R10, 0.3% pectoliase Y-23 e 0,25% citohelicase (v/v), 0.03% EDTA
em 2 x SSC, pH 4.2.
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e reagentes de deteccdo. Procedeu-se a digestdo do citoplasma e fraccdo proteica do DNA
com uma solucdo de pepsina® e posteriormente & lavagem das laminas para remover a
pepsina com 2x SSC°. Em seguida, procede-se a um tratamento com uma solucdo de
RNase® durante uma hora em camara himida a 37°C, seguida de lavagem das laminas com
2XSSC (3x5 minutos).

Por fim, procedeu-se a desidratacdo das laminas utilizando etanol a 70% (v/v)
durante 3 minutos e etanol a 100% por mais 3 minutos, deixando a secar ao ar pelo menos
30 minutos.

A Tabela 1 descreve a preparacao da mistura de hibridacao.

Solugdes pl/ldamina
Formamida a 100% 14 *O valor utilizado para a sonda (y) varia
20xSSC 0,4
SDS 10% 0,5 com a sonda que esta a ser utilizada.
DNA de esperma de salmao (5 ug/ul) 1
Sonda y* . ) Lo
Sulfato de dextrano 50% 3 Tabela 1: componentes da mistura de hibridagéo
H,O Até 40 e respectivas quantidades.

Para promover a desnaturacdo das sondas, esta mistura € colocada num banho a
100°C durante 10 minutos, sendo depois colocada em gelo durante 5 minutos para evitar a
renaturacdo. Foram adicionados 40ul da mistura a cada lamina, cobrindo a regido da
preparagdo com uma lamela de plastico. As Ilaminas foram entdo colocadas no
termociclador e submetidas a um programa que promove a desnaturacdo a 78°C, durante 10
minutos, seguida de uma descida gradual da temperatura até 37°C, temperatura a que séo
mantidas as laminas durante a noite, em camara humida.

No dia seguinte, as laminas foram sujeitas a uma série de lavagens po6s-hibridacao
da seguinte forma: 2xSSC, 3 minutos a 42°C; formamida a 20% (10ml de formamida para
40ml de 0,1xSSC), 10 minutos a 42°C; 2xSSC, 2x5 minutos a 42°C; 2xSSC, 2x5 minutos a

4 Pepsina (actividade 3.200-4.500 unidades/mg de proteina) — Solugdo “stock” de 500 pg/ml em 0,01 M HCI. Usar
uma diluigdo 1:75 em 0,01 M HCI.

° Saline Sodium Citrate: 0.3 M NaCl, 0.03 M citrato de sédio em agua destilada, ajustar a pH 7,0.

® RNase — Solugéo “stock” 10 mg/ml em 10 m M Tris.HCI, pH 8, preparada a partir de ribonuclease A, solugéo
em 10 mM Tris.HCI, pH 8 e 50% glicerol. Usar 100mg/ml diluindo 1/200 em 2xSSC.
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temperatura ambiente: 4xSSC/Tween’, 2x5 minutos & temperatura ambiente. A lavagem
com formamida a 20% corresponde a uma estringéncia de 85%.

Posteriormente foi usada uma solucdo de BSA 5%°, durante 5 minutos a temperatura
ambiente para bloquear os locais que interferem com o anticorpo utilizado na deteccéo das
sondas. Em seguida, é colocada 50ul/lamina da mistura de deteccao, que contem BSA 5%,
estreptavidina conjugada com fluorocromo Cy3 (1:200, excitacdo no verde, emissdo no
vermelho), que ird detectar as sondas marcadas com biotina e anti-digoxigenina conjugada
com fluoresceina (1:20, excitagdo no azul, emisséo no verde amarelado) que ir4 detectar as
sondas marcadas com digoxigenina, 1 hora em camara humida a 37°C. No final, as laminas
foram lavadas em 4xSSC/Tween, 3x5 minutos.

Por Gltimo, as laminas foram sujeitas & colorac&o por DAPI®, um composto com uma
grande afinidade para o DNA com emiss&do no azul. Para tal, foram colocados 7 pl de DAPI
em citifluor'® na zona do esfregaco, colocando por fim uma lamela de vidro e removendo o

excesso com o auxilio de papel de filtro.

Imunodeteccdo in situ de proteinas

Para a avaliacdo de nucléolos, foi realizada imunodeteccado in situ utilizando um
anticorpo para a proteina nucleolar fibrilarina (Fibrillarin antibody [38F3] — Nucleolar Marker,
Abcam ab4566)

As preparacdes foram obtidas como descrito no ponto “Obtengédo de preparagdes”
alterando os tempos de digestdo para 1 hora para as raizes e 2h30m para os coledptilos.
Apbés a remocao da lamela com o auxilio do CO, as laminas foram imediatamente
mergulhadas em 1xPBS.

De seguida, foi realizada uma fixacdo com formaldeido a 4% em 1xPBS durante 10
minutos a temperatura ambiente. As preparagfes foram blogueadas com uma solucao de
BSA a 8% (p/v) em 0,1% Triton x100 em 1xPBS*. Foi feita uma lavagem rapida em 1x PBS

" 4xSSC 0,2% (v/v) Tween 20 - Preparacao de 500 ml: fazer uma diluicao 1:5 de 20xSSC em agua, adicionar 1
ml de Tween 20 e misturar bem devido a sua viscosidade.

® Solucso de BSA 5% - Albumina de soro de bovino (BSA, B-8894, fracgdo V isenta de globulina, Sigma) em
4xSSC/Tween.

° DAPI (dihidrocloreto de 4’, 6-diamino-2-fenilindole), solugao de 2 pg/ml.
10 Citifluor AF1 — Solucéo glicerol/PBS redutora da dissipacao de fluorescéncia.

10,169 BSA, 2 ml 1xPBS, 2yl Triton X100
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e foi colocado o anticorpo primério para a fibrilarina numa diluicdo de 1:500 em 1x PBS. A

incubacéao foi feita durante a noite a 4°C.

No dia seguinte, as preparacdes foram lavadas rapidamente em 1x PBS e foi
colocado o anticorpo secundéario numa diluicdo de 1:200 também em 1x PBS mas durante
uma hora a 37°C. Fizeram-se duas lavagens de 15 minutos em 1x PBS e submeteram-se as

laminas a coloracdo por DAPI como descrito anteriormente.

Observacéo, captacao e tratamento de imagem

As imagens foram observadas no microscépio de epifluorescéncia Zeiss, modelo
Auxiskop 2. A captacdo de imagens foi realizada com o programa axiovision 4.5 e com a
camara digital Zeiss, modelo Axio Cam MRc5. O tratamento de imagens foi efectuado com o

programa Adobe Photoshop verséo 7.0.

Andlise quantitativa

Procede-se a analise quantitativa recorrendo ao software Imaged, utilizando as
imagens recolhidas no microscépio de fluorescéncia (antes de serem tratadas com o
programa Adobe Photoshop).

Neste programa € aplicado um valor minimo (threshold) a partir do qual todos os
pixéis com intensidade média igual ou superior a este valor sdo seleccionados para
guantificagcdo. Com este programa foram avaliados os seguintes parametros relativamente
aos sinais de hibridacdo in situ das sondas de rDNA e pSc200: area total do nucleo
interfasico, area total e média do sinal de hibridac&o in situ (em um?) e nimero de particulas
obtidas na hibridacdo. Foram ainda avaliadas as distancias entre os blocos de rDNA e o
diametro com a mesma direccao desta distancia. Relativamente a andlise da
imunocitoquimica, foram avaliados o nimero de nucléolos, as areas nucleolares, total e
média, obtidas pela marcacao do anticorpo para a proteina nucleolar fibrilarina.

Apoés a recolha destes valores foi realizada uma analise estatistica, com recurso ao
teste y? para as frequéncias obtidas no nimero de nucléolos e Teste T para os restantes
resultados, de modo a verificar se existem diferencas significativas entre os valores médios

obtidos.
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Avaliacdo de niveis de transcricdo

Obtencédo de cDNA
Extraccdo de RNA

As extraccdes de RNA de folhas mantidas a -80°C foram efectuadas utilizando o Kit
Frozen, hard consistency, or RNase-rich tissue sample preparation do Kit RNAqueous® da
Ambion, de acordo com as instru¢cbes do fabricante. Este protocolo comegca com a
maceracao do material congelado num almofariz com o recurso a azoto liquido. O macerado
obtido é posteriormente colocado em tubo de 1,5 ml que ja contem 750 ul do tampéo que
permite a lise das células e inibe RNases endogenas e 62 pl de um tampdo com um
polimero de alto peso molecular que se liga a polifendis e polissacaridos e facilita a
obtencdo de RNA de tecidos vegetais. Mistura-se vigorosamente e procede-se a
centrifugacao 2 minutos a 16000g em seguida o sobrenadante é transferido para um tubo de
microcentrifuga de 2 ml e misturado com 812 pl de etanol a 62% (v/v), de modo a preparar o
RNA a aderir as fibras da coluna de extraccdo. De seguida, faz-se passar a mistura por uma
coluna centrifugando a 14000g 1 minuto a 4°C para reter o RNA, procedendo-se
posteriormente a 2 lavagens com o 1° tampdo de lavagem, a primeira com 700 pl e a
segunda com 500 pl, com centrifugagbes de 1 minuto a 14000 g a 4°C para fazer os
tamp@es passarem pela coluna. A terceira lavagem é feita com 500 pl do segundo tampéao
de lavagem que contem etanol e procede-se a uma nova centrifugacédo a 14000 g durante 1
minuto também a 4°C. Para remover todo o etanol que pode interferir com a eluicdo do RNA
é feita uma centrifugacdo de 2 minutos a 14000 g a 4°C sem qualquer tampédo. A eluigdo do
RNA foi feita adicionando 50 pul do tamp&o de eluicdo que se encontra a 80°C, centrifugando
a 13600g a temperatura ambiente. O RNA é entdo sujeito a uma precipitacdo por adicao de
25 pl de cloreto de litio, deixando a incubar durante 30 minutos a -20°C e realizando de
seguida uma centrifugacdo durante 15 minutos a 16000g a 4°C, removendo depois o
sobrenadante. Por ultimo, foi feita uma desidratacdo com 100 pl etanol absoluto a 70% (v/v)
do precipitado obtido anteriormente seguida de uma nova centrifugagdo igual a anterior.
Deixou-se evaporar ao ar todo o etanol e resuspendeu-se o precipitado em 50 pl de agua
destilada estéril. De modo a aferir a integridade, qualidade e concentracdo dos RNAs
extraidos, foram retirados 5 pl para avaliagdo por espectrofotometria e 5 pl para

electroforese.
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Digestdo com DNase

O RNA extraido foi submetido a uma digestdo com RQ1 RNase-Free DNase da
Promega. Para isso foi utilizada a seguinte mistura: 1 ul de DNase, 1 ul de tamp&ao*?, X pl
de RNA de modo a obter 1 pg, e H,O até 20 ul, 1 hora a 37°C. Decorrido este tempo,
adicionou-se 1 pl de solucdo STOP*®, para inibir o funcionamento da enzima, 10 minutos a
65°C.

Transformacdo em cDNA

A sintese de cDNA foi realizada com o kit DyNAmo™ cDNA Synthesis (Finnzymes),
utiizando a seguinte mistura: 10 pl de tampéo, 1 pl de primers aleatérios (random
haxamers), 2 ul de transcriptase reversa M-MuLV RNase H* e X pl de RNA, com um maximo
de 1 pg e H,O até 20 ul. A mistura foi submetida a diferentes temperaturas controladas num
termociclador: extensdo dos primers a 25°C durante 10 minutos; sintese do DNA a 37°C
durante 30 minutos; inactivagdo da transcriptase reversa a 85°C durante 5 minutos; e

arrefecimento da amostra a 4°C.

Digestdo enzimatica

Devido a estrutura repetitiva da zona subtelomérica de centeio em que a sequéncia
pSc200 se encontra disposta em tandem e dado que em PCR quantitativo em tempo real
(PCRq) se pretende obter um Unico pico de amplificagdo na curva de melting, que
corresponde a uma Unica banda no gel de agarose, foi efectuada uma digestao enzimética
prévia do cDNA de forma a individualizar as repeticdes sem afectar o produto de

amplificacdo obtido por PCRq.

Produto de amplificacéo

ul Ii'\lil/'il 8

Repeticdo pSc200 Restricdo da enzima

Figura 3: representacédo esquematica dos locais de restricdo da enzima Bfal

12 Tampéo 10X - 400mM Tris-HCI [pH 8.0 at 25°C], 100mM MgSQ4, 10mM CacCl,

'3 STOP solution - (20mM EGTA [pH 8.0 at 25°C])

24



Foi utilizaga a enzima de restricho Bfal (Finnzymes) que tem como local de
reconhecimento g;ﬁg para efectuar a restricdo com a seguinte mistura: 1pl de cDNA, 1pl

de Bfal, 2ul de buffer‘le Tango e 16pl de 4gua miliQ durante 15 horas (overnight) a 37°C.

PCR quantitativo em tempo real (PCRq)

O cDNA assim obtido foi utilizado como molde na reacgdo de PCRqg com primers
especificos para amplificar a regido intergénica transcrita de rDNA de centeio e a regido
repetida da sequncia pSc200, utilizando diluicdes de trabalho de 1:20 e 1:100. Foram
também utilizados primers especificos para o gene de actina utilizado como controlo
amplificado a partir da diluicdo de trabalho 1:20. Os primers utilizados foram o0s seguintes:
actina - primers for 5- GCTGGATTCTGGTGATGGTGTGAG -3 e rev 5-
CAATGAGAGATGGCTGGAAGAGGAC -3’; rDNA - primers for 5-
CGGCACGTACGTCTGGTG -3’ e rev 5’- AGACAAGCATATGACTACTGGCAG -3’; pSc200 -
primers fow 5- TCTTTGATCACCGTTTCTTCG -3’ e rev 5- ACGTGCGTGGAAAATTCTG -
3.

Local de inicio
de transcricdo 18S 5.8S 25S

' I
|
_> 4—
rDNA for rDNA rev

Figura 4: representagdo esquematica de uma unidade de rDNA com os locais de ligagdo dos primers

utilizados no PCRq.

O PCRq foi realizado segundo o protocolo da Finnzymes, HS SYBR® gPCR Kit, com
a seguinte mistura: 1 pl de amostra, 1ul de primers (com uma concentracdo de 10mM), 10 pl
do mix SYBR Green (que incorpora uma versdo modificada da DNA polimerase hot start da
Thermus Brokianus) e 8 pl de H,O. O programa de PCR a que as amostras sdo submetidas
tem como temperatura de annealing 60°C e um tempo de extensdo de 30 segundos. O
programa utilizado submete as amostras a 40 ciclos de 10 segundos de desnaturacdo a
94°C, 30 segundos de annealing a 60°C e 30 segundos de extenséo a 72°C. Foi registada a
melting curve e os valores de temperaturas de melting. As amostras foram submetidas a

uma electroforese em gel de agarose a 1% (m/v).

Quantificacao relativa
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A quantificagéo relativa foi efectuada através do método AACt em que os valores de
Ct (threshold cycle) de cada amostra sdo subtraidos para obter a transcricdo da sequéncia

em estudo normalizada ao gene de referéncia e relativa a situagao controlo.

Para isso séo resolvidas as seguintes equacoes:

ACt situagéo alvo =Ct gene em estudo — Ct gene controlo

AACt = ACtsituaga?lo alvo ~ ACtsitua@éo controlo

ACtsitua(;ao controlo— Ct gene em estudo — Ct gene controlo

2 2AC= Expressdo da sequéncia alvo

Com os resultados obtidos foi feito o tratamento estatistico com recurso ao teste T
para verificar se existiam diferencgas significativas entre os valores médios de ACt controlo e

tratamento.
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Resultados

Com o objectivo de avaliar o efeito de stress de alta temperatura (SAT) em diferentes
orgdos de plantulas de centeio procedeu-se ao estudo dos padrdes de conformacgédo da
cromatina utilizando a técnica de hibridacdo in situ com sondas de rDNA e sequéncia
repetitiva pSc200. Procedeu-se igualmente a avaliacdo de alteracbes na dinamica nucleolar
utilizando a técnica de imunodeteccdo com anticorpo para a proteina nucleolar fibrilarina.
Por fim sdo apresentados os resultados relativos a quantificacdo dos niveis de transcricdo
de sequéncias ribossomal e pSc200 por PCR quantitativo em tempo real obtidos em

plantulas controlo e sujeitas a SAT.

Efeitos do stress térmico nos padroes de conformacdo de cromatina em

nucleos de apices radiculares e coledptilos de centeio

A analise da conformacdo da cromatina das duas sequéncias referidas em nucleos de
células interfasicas de éapices radiculares e coleodptilos de plantulas de centeio revela a
existéncia dois blocos de rDNA, correspondentes aos dois NORs de centeio, e na
observacao dos blocos subteloméricos de pSc200 agrupados num dos pélos nucleares,

caracteristica da conformacao Rabl existente em centeio.

DAPI DAPI
DAPI rDNA Subtelomérica + + B
rDNA Subtelomérica
Apices
radiculares
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Q
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Figura 5: Nucleos de apices radiculares de plantulas néo tratadas (A a E) e sujeitas a stress térmico SAT
(L a P) com marcagédo DAPI (A e L), sinal de rDNA (B e M), sinal de pSc200 (C e N) e sobreposi¢cdes do DAPI
com a sonda ribossomal (D e O) e com a sonda subtelomérica (E e P). Nucleos de plantulas ndo tratadas (F a J)
e sujeitas a stress térmico SAT (Q a U) com marcacdo DAPI (F e Q), sinal de rDNA (G e R), sinal de pSc200 (H e

S) e sobreposi¢des do DAPI com a sonda ribossomal (I e T) e com a sonda subtelomérica (J e U). (barra 5um).

Através da andlise das imagens de nucleos de apices radiculares foi possivel verificar
gue em quase todos 0s nucleos de plantulas ndo tratadas (95,2%) as zonas
heterocrométicas - zonas com marcacdo DAPI-positiva - co-localizam-se com as marcacodes
da sonda subtelomérica pSc200. Esta correlacdo ndo é tdo evidente em nucleos sujeitos a
SAT, uma vez que estes nucleos apresentam uma maior homogeneidade da morfologia da
cromatina, sendo menor o ndmero de nucleos com os dominios heterocroméaticos bem
definidos (50,94%). Ainda assim, os blocos DAPI-positivos, quando existentes, co-localizam-
se com marcacdes da sonda subtelomérica na maioria dos ndcleos observados.

Verificou-se ainda que cerca de metade dos nucleos provenientes de células de
coledptilo de plantulas nao tratadas (44,23%) apresentam um padrdo de DAPI homogéneo
sem zonas heterocromaticas bem definidas. No entanto, quando existem blocos DAPI-
positivos (55,77%) estes co-localizam-se com as zonas marcadas pela sonda subtelomérica.
Nos nucleos de plantulas sujeitas a SAT esta proporcdo é diferente, sendo que a maioria
dos nucleos (79,31%) apresenta dominios heterocromaticos coincidentes com as marcacoes
da sonda subtelomérica, enquanto apenas 20,69% dos nlcleos apresenta um aspecto
homogéneo da cromatina sem blocos DAPI-positivos bem definidos.

Por outro lado, comparando nucleos de células de apices radiculares e de coledptilos
provenientes de plantulas sem tratamento verifica-se que os blocos subteloméricos que
apresentam uma maior dimensao no coleéptilo do que nas células meristematicas associada
a uma reducdo do seu numero. Também os blocos ribossomais apresentam uma maior
dimensédo em nucleos de coledptilo mas sem influéncia no seu niumero.

A observacao dos nucleos interfasicos apresentados na Figura 4 permite verificar que
0s sinais resultantes da hibridacdo com a sonda ribossomal (B e M) ou com a sonda
subtelomérica pSc200 (C e N) apresentam uma morfologia mais descondensada em
nacleos de apices radiculares de plantulas sujeitas a SAT do que nos provenientes de

plantulas ndo tratadas.
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Avaliacdo quantitativa de distintos parametros da topologia nuclear

Considerando-se necesséario quantificar de um modo rigoroso as alteracbes
morfolégicas anteriormente descritas, procedeu-se seguidamente a quantificacdo de areas e
namero de sinais de hibridacdo utilizando o software ImageJ, como referido na seccéo
Materiais e Métodos. Os resultados, obtidos a partir da analise de pelo menos trés plantulas
diferentes, estdo sumarizados nas Tabelas 2 a 4. Os valores apresentados correspondem a
média, e respectivo desvio padrdo, dos valores obtidos para os diferentes parametros
avaliados: AN - area nuclear (quantificacdo do sinal da coloracdo DAPI); N e A — nimero e

area total de sinais da hibridac&o obtidos com cada sonda.

Sequéncia subtelomérica pSc200

Na tabela 2 estdo sumarizados os valores médios dos sinais de hibridacdo com a

sonda subtelomérica pSc200 e os valores das areas abrangidas pelos referidos sinais

Tabela 2. Valores médios das areas nucleares (AN), numeros (N) e areas de sinais de hibridagéo (A) e razao
entre a area de sinais de hibridagdo e a area nuclear (A/AN) da sequéncia subtelomérica pSc200 em nicleos de

apices radiculares e coledptilos de plantulas néo tratadas e tratadas com SAT.

o]
AN A N :[otal de
(um?) N (um?) A/AN nucleos
H H analisados
Apices
154,29 14,63 30,29 0,20 a1
radiculares +49,26 +4,05 | #10,72 | 0,07
Controlo
Coleoptilos 114,44 9,88 26,72 0,26 51
+77,64 +5,69 8,82 0,08
Apices
145,49 14,66 36,04 0,25 53
radiculares +44,76 46,16 | +15,60 | 0,08
SAT
Coleéptilos 156,85 16,02 29,44 0,19 58
454,45 +7,37 10,33 0,06

Os nucleos de apices radiculares controlo apresentam um valor médio de area nuclear
de 154,29 pmz, sendo de 114,44 umz em nucleos de coledptilos. A analise comparativa
destes valores utilizando o teste t-students revela uma diferencga significativa (p< 0,01).

Em plantulas submetidas a stress térmico, o valor médio da area nuclear nas células
meristematicas é inferior (145,49 um?) ao observado em plantulas sem tratamento, embora

essa diferenca ndo seja significativa. Nos nudcleos de coleoptilo das plantulas tratadas
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verifica-se um aumento significativo (p<0,01) do valor médio da area nuclear (156,85 pm?)

em relagdo aos nicleos de plantulas néo tratadas (114,44um?).

Em nucleos de éapices radiculares e coleoptilos controlo a sequéncia subtelomérica
apresenta um numero médio de 14,63 e 9,88 blocos, com sinais de hibridacdo a ocupar a
area de 30,29 pmz e 26,72um2, respectivamente. A andlise comparativa destes valores
revela diferengas significativas (p<0,01) no numero de sinais de FISH embora o valor médio
da éarea global da marcacdo desta sonda ndo apresente alteracfes significativas. No
entanto, quando comparados os valores médios da razdo entre a area de sinais de in situ e
a area nuclear em coledptilo (0,26) e em raiz (0,20) verifica-se que a diferenca observada é
significativa (p<0,01).

A sequéncia subtelomérica em n(cleos de apices radiculares de plantulas sujeitas a
SAT apresenta um aumento significativo (p<0,05) da &rea total média (36,04 pm?) em
relagcédo ao controlo (30,29 um?), ndo sendo alterado o nimero médio de sinais (14,63 em
nacleos de plantulas n&o tratadas e 14,66 em nucleos de plantulas sujeitas a SAT).
Observa-se igualmente uma diferenca significativa (p<0,01) entre os valores das razbes
entre o valor médio da area de sinais de in situ e o valor médio da é&rea nuclear,
correspondente a um aumento de 0,20 para 0,25.

Contrariamente ao que ocorre em nulcleos de apices radiculares, em nucleos de
coleodptilos as diferencgas significativas (p<0,01) verificam-se ao nivel do nimero de sinais de
hibridacdo, que aumentam de 9,88 em nlcleos de plantulas néo tratadas para 16,02 em
ndcleos de plantulas sujeitas a SAT. Quanto aos valores médios das areas ocupadas pelos
sinais desta sequéncia subtelomérica, apesar de se detectar um aumento de 26,72 um? em
nacleos de plantulas ndo tratadas para 29,44 pm? em nucleos de plantulas submetidas a
stress térmico, esta diferenca ndo é significativa. Em nucleos de coledptilos também se
verificam alteracBes significativas (p<0,01) nas razdes entre os valores médios das areas
das marcacgfes da sonda pSc200 e o valor médio da area dos nucleos, correspondentes a
um decréscimo de 0,26 em nucleos de plantulas ndo tratadas para 0,19 em nucleos de
plantas sujeitas a SAT.

Por outro lado, a analise comparativa entre nlcleos de apices radiculares e de
coledptilo de plantulas sujeitas a SAT, apenas revela diferencas significativas (p<0,05)
relativamente a &rea total dos sinais de hibridacdo, que € maior em nucleos de apices
radiculares SAT (36,04 um?) do que em niicleos de coledptilo SAT (29,44 um?).

Globalmente podemos verificar que o stress de alta temperatura afecta de modo

diferente a organizacdo e disposi¢cdo nucleares da sequéncia pSc200 em nucleos de raiz e
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de coledptilo. Enquanto nas células meristematicas este efeito se observa ao nivel da area

dos sinais de hibridagéo, nas células de coleoptilo € alterado o numero de sinais.

Sequéncia ribossomal rDNA 45S

Na tabela 3 apresentam-se os valores médios relativos as areas e numero de sinais

de hibridacao referentes a sequéncia ribossomal.

Tabela 3. Valores médios das areas nucleares (AN), numeros (N) e areas de sinais de hibridagdo (A) e razdo
entre a area de sinais de hibridagdo e a area nuclear (A/AN) da sequéncia ribossomal 45S em nucleos de apices
radiculares e coleoptilos de plantulas nao tratadas e tratadas com SAT.

o
AN A N :[otal de
wm?) N (wm?) A/AN nugleos
H H analisados
Apices
154,29 2,17 2,04 0,014 a1
radiculares +49,26 +0,54 +1,00 +0,007
Controlo
Coleéptilos 114,44 2,08 2,42 0,025 51
+77,64 +0,34 +0,77 +0,01
Apices
145,49 2,32 3,10 0,022 53
radiculares +44,76 +1,05 +1,36 | 0,008
SAT
Coleoptilos 156,85 2,35 2,85 0,020 58
454,45 +1,47 +0,93 | +0,008

Em nucleos de apices radiculares de plantulas nédo tratadas a sequéncia ribossomal
apresenta um nimero médio de blocos de 2,17 ocupando a &rea total de 2,04 um? Em
nacleos de coledptilos o nimero médio de blocos ribossomais é 2,08 sendo o valor médio
da &rea total de 2,42 um? Verifica-se que o valor médio da area total de rDNA é
significativamente (p<0,05) maior em nucleos de coleéptilo, apesar do nimero de blocos ser
semelhante entre os ndcleos destes dois 6rgaos.

O SAT induz um aumento significativo (p<0,05) da area dos sinais da sequéncia
ribossomal em nlcleos de &pices radiculares de plantulas ndo tratadas, 2,04 pm? em
relacdo a plantulas tratadas com SAT, 3,10 um? O nGmero de blocos ndo apresenta
diferengas significativas, sendo 2,17 e 2,32 em plantulas tratadas e n&o tratadas,
respectivamente. Quanto aos valores das razfes entre a area ribossomal e a area nuclear,
observa-se um aumento de 0,014 em nudcleos de plantulas ndo tratadas para 0,022 em
ndcleos de plantulas sujeitas a SAT.

Também em nucleos de coledptilos o SAT induz um aumento significativo (p<0,05) da

area total dos sinais da rDNA, de 2,42 umz em nucleos de plantulas nao tratadas para 2,85
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um? em nucleos de plantulas sujeitas a SAT. Em relacdo ao nimero de sinais de hibridacéo,
observam-se 2,08 em nucleos de plantulas ndo sujeitas a SAT e 2,35 em plantulas sujeitas
a SAT, valores que no entanto ndo apresentam diferencas significativas. De igual modo
verifica-se uma alteracao significativa (p<0,01) nas razfes entre as areas totais das
marcacbes obtidas com sonda ribossomal e a area nuclear, correspondente a um
decréscimo de 0,025 em nucleos de plantulas controlo para 0,020 em nlcleos de plantulas

Sujeitas a SAT.

As distancias entre os dois maiores blocos ribossomais observados nos nucleos
analisados foram igualmente calculadas tanto em plantulas tratadas como em plantulas nao
tratadas (Tabela 4).

Tabela 4. Disposicéo de sinais de hibridagdo de rDNA em nucleos interfasicos de apices radiculares e coleoptilos

de plantulas néo tratadas e sujeitas a SAT.

Distancia N° de nlcleos N° total de
entre sinais | com sinais co- ndcleos
(um) -localizados analisados
Apice radicular 6,36
P 12,56 1 41
Controlo
Coleoptilos 4,42
P 42,30 1 o1
Apice radicular 5,67
P +1,75 0 53
SAT
Coledptilo 514
P +3,08 4 58

Em nlcleos de apices radiculares essa distancia é de 6,36 um e de 4,42 um em
coledptilo, resultados que revelam uma diferenca significativa (p<0,01). No entanto o nimero
de nucleos onde foram detectados sinais de rDNA co-localizados é igual nos dois casos.

Entre nlcleos de 4pices radiculares de plantulas néo tratadas e de plantulas sujeitas a
SAT estes valores ndo apresentam diferencas significativas (p>0,1), ainda que a distancia
observada em nucleos de plantulas controlo seja ligeiramente superior (6,36 um) que a
detectada em nucleos de plantulas sujeitas a stress (5,67 um). O mesmo se verifica em
nacleos de coledptilos — onde ndo se verificam diferengas significativas entre plantulas
tratadas e ndo tratadas, apesar de esse valor ser mais elevado em nucleos de plantulas
sujeitas a SAT (5,14 um) do que em nucleos de plantulas ndo sujeitas a SAT (4,42 um).
Neste caso verifica-se que o SAT induz um aumento do numero de nucleos com sinais de

rDNA co-localizados (de 1 para 4).
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Efeitos do stress térmico na dindmica nucleolar em nlcleos de &pices

radiculares e coledptilos de centeio

Utilizando a imunodetec¢cdo in situ da proteina nucleolar fibrilarina em ndcleos
proveniente de 4pices radiculares e coledptilo de plantulas controlo ou sujeitos a stress de

alta temperatura (SAT) analisou-se a dinamica nucleolar (Figura 2).

DAPI Fibrilarina DAPI + Fibrilarina

Apices
radiculares

Controlo

Coledptilo

Apice

radicular

SAT

Coleoptilo

Figura 6. Nucleos de apices radiculares e coledptilos de plantulas nédo tratadas (A a F) e tratadas com

SAT (G a L) com marcacao para a proteina nucleolar fibrilarina. Barra com 5 um.

Foram observados nucleos de centeio apresentando dois nucléolos (Figura 5), antes
de ter ocorrido a fusédo nucleolar, que conduz a observacdo de nicleos com apenas um
nucléolo. Em todas as células interfasicas de plantulas ndo tratadas os nucléolos
observados apresentam uma configuragdo arredondada e de contornos geralmente bem
definidos. A marcacao para a fibrilarina que se observa nas figuras 5B e 5E comprova esse

padréo para nucleos de apices radiculares e coledptilos de plantulas nao tratadas.
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Os nucléolos de nucleos de apices radiculares de plantulas sujeitas a SAT (figuras 5H
e 51) em comparagdo com os observados em plantulas ndo tratadas (figuras 5B e 5C)
apresentam uma dimensdo maior, contorno irregular e um aspecto mais granulado em
ndcleos sujeitos a SAT quando comparados com os de controlo.

Também se verificou um aumento da dimensdo nucleolar e um aspecto mais
granulado em nucleos provenientes de coledptilos de plantulas tratadas com SAT (Figuras

5K e 5L), em relagdo aos nucleos de plantulas néo tratadas (Figuras 5E e 5F).

Pretendendo-se uma analise quantitativa dos efeitos do SAT na dindmica nucleolar
procedeu-se a quantificacdo da area utilizando o software ImageJ e a contagem de nlcleos

apresentando diferentes nimeros de nucléolos, apresentando-se os resultados na Tabela 5.

Tabela 5. Areas nucleolares e frequéncia de nicleos apresentado diferente nimero de nucléolos em células de

apices radiculares e de coleoptilo provenientes de plantulas ndo tratadas e tratadas com SAT.

% de nucleos com diferente
Area namero de nucléolos
nucleolar (um?) . 5
Apices 43,19 78,8% 21,2%
radiculares (56) (268) (72)
Controlo
o 15,50 81,0% 19,0%
Coledptilos
(60) (145) (34)
Apices 62,32 62,5% 37,5%
radiculares 62 130 78
SAT (62) (130) (78)
o 33,37 73,3% 26,7%
Coledptilos
(76) (326) (119)

Nota: os valores entre parénteses representam o numero total de ndcleos analisados para cada situagao.

A comparacdo dos resultados obtidos utilizando o teste t-students revelou uma
diferenca significativa (p<0,01) entre as areas nucleolares observadas em nucleos de apice

radicular (43,19m?) e em nucleos de coledptilo (15,50 um?) relativamente ao valor obtido.

A analise de nucleos de &pices radiculares de plantulas sujeitas a SAT revelou um
aumento significativo (p<0,01) do valor médio da area nucleolar de 43,19 um? em plantulas
n&o tratadas para 62,32 um?em plantulas tratadas com SAT. Do mesmo modo, em ntcleos
de coledptilos os nucléolos aumentam significativamente (p<0,01) de dimensédo quando as

plantulas sdo sujeitas a SAT (15,50 pm?em controlo e 33,37 um?em SAT).
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Por outro lado, procedeu-se a contagem do nimero de nucleos apresentando um ou
dois nucléolos, tendo sido as respectivas distribuicbes de frequéncias comparadas utilizando

o Teste y°.

Relativamente as distribuicbes de frequéncias de nucleos com diferentes nimeros de
nucléolos obtidas para os dois 6rgdos analisados de plantulas ndo tratadas ndo foram
obtidas diferencas significativas, apesar da ligeira superioridade de nucleos com um
nucléolo no caso do coledptilo (81%) em relacdo ao valor obtido em apices radiculares
(78,8%).

Em &pices radiculares de plantulas ndo tratadas a frequéncia de ndcleos com 2
nucléolos é de 21,2%, enquanto em apices sujeitos a SAT essa classe aumenta para 37,5%,
0 que corresponde a um aumento significativo (p<0,01). Também em nucleos de coledptilos
se observa um aumento significativo (p<0,05) na frequéncia de nacleos com dois nucléolos

na situacdo de stress térmico, 26,7%, em relacdo a situacao sem tratamento, 19,0%.

Os resultados obtidos permitiram verificar um efeito curioso. A maioria das diferengas
significativas observadas nos parametros avaliados detectadas entre nucleos de apices
radiculares e coledptilos de plantulas ndo tratadas deixam de existir ao compararmos com
nucleos de apices radiculares de plantulas néo tratada com coledptilos de plantas sujeitas a
SAT. A analise comparativa dos valores médios de areas nucleares de apices radiculares
(154,29 pm?) com nucleos de coledptilos de plantulas sujeitas a SAT (156,85 um?), ndo
revelam diferencas significativas (p<0,01). De igual modo, ndo sdo detectadas diferencas
significativas (p<0,01) na conformacéao interfasica da sequéncia subtelomérica, apesar do
aumento do numero de sinais (de 14,63 em apices radiculares para 16,02 em coledptilo
SAT) e da diminuicédo da &rea dos sinais (de 30,29 um? em éapices radiculares para 29,44
um?em coledptilo SAT). Os resultados obtidos para a sequéncia ribossomal apenas revelam
diferencas significativas (p<0,01) na area total dos sinais de hibridacdo, que € inferior em
apices radiculares (2,04 pm?) comparativamente a coledptilos sujeitos a SAT (2,85 um?).
Esta diferenca reflecte-se nas razdes entre area dos blocos ribossomais e a nuclear, que
apresentam uma diferenca significativa (p<0,01), sendo essa razdo maior em coledptilos
(0,020) do que em apices radiculares (0,014). A disposi¢ao dos sinais de rDNA também néo
apresenta diferengas significativas (p<0,01).

O mesmo se verifica em relacdo a analise de nucléolos, uma semelhanca entre os
valores obtidos em nlcleos de apices radiculares de plantulas néo tratadas e de coledptilo
de plantulas sujeitas a situacao de stress térmico. Os valores médios das areas nucleolares

nao apresentam diferencas significativas (p<0,05), sendo o valor para os ndcleos de apices
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radiculares ligeiramente superior (43,19um?) ao obtido em coledptilo (33,37 um?). Também
relativamente ao namero de nucléolos, a comparagdo ndo resulta em diferencas
significativas (p<0,05) quanto a distribuicao de frequéncias de nucleos com diferente nimero

de nucléolos.
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Alteracdo dos niveis de transcricdo das sequéncias repetitivas rDNA e pSc200

em plantulas de centeio sujeitas a stress térmico

Tendo como objectivo avaliar o efeito de stress de alta temperatura (SAT) nos niveis
de transcricdo de sequéncias repetitivas procedeu-se a analise dos niveis de transcricao das
sequéncias de rDNA e repetitiva subtelomérica pSc200 através de PCR quantitativo em
tempo real.

A quantificacdo de transcritos da sequéncia pSc200 foi realizada a partir de cDNA
digerido com a enzima de restricdo Bfal, de modo a obter um Unico produto de amplificacao,
utilizando como controlo a actividade do gene da actina. As curvas de desnaturagéo (melting
curves) foram comparadas entre cDNA digerido e n&o digerido com a referida enzima de
restricdo, tendo como objectivo confirmar que esta enzima nado digere a sequéncia do gene
da actina. Uma vez que as curvas obtidas sdo semelhantes (Grafico 1), o gene da actina foi

utilizado como controlo nas duas situacdes descritas.

A G7 - FAI.L_]’

Actina cDNA digerido controlp / \
—&T Actina cDNA di gerido SAT
£ Actina cDNA controlo

E Actina cDNA SAT

- en o
I o

=
| BN RN

Temperature, Celsius

Gréfico 1: Curvas de desnaturacao obtidas utilizando primers especificos para a sequéncia do gene de actina a
partir de cDNA de individuos ndo tratados (laranja e amarelo) ou tratados com SAT (azul e verde). As curvas
verde e amarelo resultam da amplificacdo de cDNA sem restricdo e as curvas azul e laranja resultam de cDNA
digerido com a enzima Bfal, como descrito nos materiais e métodos.

As curvas de desnaturagdo obtidas por amplificacdo de cDNA de plantas néo
tratadas e tratadas com SAT utilizando primers especificos para rDNA de centeio e para a
sequéncia subtelomérica pSc200 sdo apresentadas no Gréafico 6 e revelam um Unico
produto de PCR em todos os casos.
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Grafico 2: Curvas de desnaturacdo de cDNA de individuos néo tratados (roxo e vermelho) ou sujeitos a SAT
(rosa e verde). As curvas verde e vermelha resultam da amplificagcdo de cDNA com primers especificos para o
rDNA de centeio, e as curvas azul, rosa e roxa resultam de cDNA amplificado com primers especificos para a
sequéncia subtelomérica. A obtencdo de uma Unica curva de melting prova a amplificacdo de um Unico produto

de PCR em todos os casos.

Os produtos de PCR quantitativo em tempo real resultantes da amplificacdo com
primers especificos para as sequéncias de actina, rDNA e sequéncia subtelomérica, a partir
de cDNA de plantas ndo tratadas ou submetidas a SAT, foram seguidamente separados por
electroforese em gel de agarose (Figura 6). A andlise dos produtos de amplificagdo confirma
a existéncia de fragmentos de DNA com numeros de pares de bases compativeis com os

valores expectaveis.

Actina rDNA pSc200

<300 pb

A B C D E F G H

Figura 7: Produtos de PCR quantitativo em tempo real individualizados por electroforese em gel de agarose (1%
m/v), obtidos a partir de cDNA de plantas controlo (A, C, D e F), ou sujeitas a SAT (B, E e G). Produtos
amplificados com primers especificos para a sequéncia de actina (A, B e C) e posteriormente submetidos a
digestédo enzimatica com Bfal (C). Produtos resultantes da amplificagdo com primers para a sequéncia de rDNA
(D e E) e primers para a sequéncia subtelomérica (F e G). Como marcador de peso molecular foi utilizado o 1Kb*

sendo indicada a direita a banda correspondente a 300 pb.
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Através dos resultados de PCR quantitativo em tempo real é possivel avaliar nas
plantas tratadas alteracdes ao nivel da transcricdo induzidas pelo SAT, comparativamente
as plantas nado tratadas calibrando ambas as situacdes com valores do gene referéncia.
Assim, com os resultados obtidos para o gene da actina a partir das duas diluigcdes utilizadas
(1:10 e 1:20) foi obtido um valor médio do ciclo limite (threshold cycle, Ct) para a situacéo
controlo e para a situagéo de stress (Ct = 27,484, Ct = 27,791, respectivamente). A analise
estatistica efectuada, utilizando o Teste t-student, ndo revela diferengas significativas (p =
0,21) entre os valores do Ct obtidos para o gene da actina na situacdo controlo e SAT,
confirmando que este gene constitui um controlo valido para a analise dos niveis de
transcritos realizada. Com estes valores foram calculados os ACt para a sequéncia
ribossomal e subtelomérica nas situagfes controlo e stress (sumarizados na Tabela 6 do
Anexo ) para todas as diluicbes e foi calculado um valor médio dos ACt das situagdes
controlo da sequéncia ribossomal (1:10: -4,224, 1:20: -2,548) e da sequéncia subtelomérica
(2:20: 0,178, 1:100: 0,0974, 1:200: -0,416). Os valores médios de ACt obtidos para as
situacdes controlo foram utilizados para calcular os valores de AACt de todas as repeticGes
e diluicbes efectuadas para a situacdo SAT, tendo sido por ultimo calculado o valor
correspondente a alteracdo nos niveis de transcricdo obtido na situacdo de stress (fold

change = 24" (Grafico 3).

3,5 -
3 . 2,95
2,5 -
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15 -
17 Grafico 3: Alteragcdo nos niveis de transcricdo (fold
0,5 - change), das sequéncias ribossomal e subtelomérica
0 em plantulas tratadas com SAT relativamente a

rDNA Subtelomérica plantulas nao tratadas.

2-AACt médios
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Os valores médios de alteracdo nos niveis de transcricdo, apresentados no Grafico 3,
2-AACt —_

revelam um claro aumento na expressdo dos genes ribossomais correspondente a
2,95. Relativamente a sequéncia subtelomérica pSc200 ndo é observada uma alteracéo téo

244Ct = 0.90. Os valores

marcada correspondendo a diferenca no nivel de transcricdo a
meédios de ACt para a situagao controlo e SAT obtidos para as duas sequéncias foram
comparados através de um teste T de student confirmando a existéncia de uma diferenca
significativa para a sequéncia ribossomal (p=0,039) e a auséncia de alteracdo significativa

para a sequéncia subtelomérica (p=0,07).
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Discussao

Os efeitos de stresses abidticos nas plantas tém vindo a ser estudados ao nivel da
modulacéo epigenética da expressao génica e regulacéo fisiolégica, (Chinnusamy and Zhu,
2009; Hirayama and Shinozaki, 2010; Kim et al., 2010; Kotak et al., 2007). No entanto,
pouco se sabe relativamente aos seus efeitos nos padrées de organizacdo da cromatina e
transcricdo de sequéncias repetitivas. O objectivo deste trabalho consistiu em avaliar, em
centeio (Secale cereale), as alteracdes induzidas pelo stress de alta temperatura em
diferentes pardmetros da topologia nuclear, nomeadamente a organizagdo da cromatina de
sequéncias repetitivas ndo codificantes (subtelomérica pSc200) e codificantes (rDNA 45S),
bem como a morfologia e area nucleolares. Esta analise foi efectuada em nucleos
interfasicos de diferentes 6rgdos - raiz e coleoptilo - de plantulas de centeio mantidas em
situacdo controlo (22°C) ou submetidas a stress de alta temperatura (SAT, 4h a 40°C),
utilizando hibridagé&o in situ e imunocitoquimica, respectivamente. Foi igualmente efectuado
0 estudo comparativo dos padrbes de transcricdo das referidas sequéncias em plantulas de
centeio com uma folha expandida sem tratamento e submetidas a stress térmico, utilizando
PCR quantitativo em tempo real.

Nucleos de éapices radiculares e coledptilos de plantulas nao tratadas apresentam
diferencas na sua morfologia. Verifica-se através da coloragdo por DAPI um valor médio de
area nuclear significativamente inferior em nacleos de coledptilos, facto que podera estar
relacionado com uma maior compactacdo da cromatina de todo o ndcleo em células de
coledptilos. Adicionalmente, foi observado um menor nimero de dominios heterocromaticos
DAPI-positivos em nucleos de coledptilo, resultado similar ao descritos por (Tessadori et al.,
2007a) que detectaram, através da andlise comparativa da conformacédo da cromatina em
protoplastos e células de mesdfilo foliar mantidas em cultura de A. thaliana, uma alteragcéo
no numero de cromocentros DAPI-positivos observados.

Os resultados observados permitiram ainda identificar diferencas em termos de
organizacdo das sequéncias repetitivas analisadas entre diferentes 0rgdos no
desenvolvimento inicial da planta. De facto, os nucleos de apices radiculares apresentam
diferencas significativas, comparativamente com os nucleos de coleéptilo, em termos de
area de sinais de in situ de rDNA e numero de sinais de pSc200. Em nucleos de coledptilo
verifica-se que os blocos ribossomais apresentam uma maior area € um menor nimero de
blocos subteloméricos pSc200. Também por comparacdo entre nucleos de diferentes
orgdos da mesma planta (Pontes et al., 2007), observaram em A. suécica uma diferenca na
organizacdo dos blocos ribossomais provenientes da A. thaliana que apresentam um

aspecto mais descondensado em nucleos interfasicos de cotilédones, comparativamente
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com o detectado em nucleos de &pices radiculares de plantulas com 4 dias, diferengas que
nao foram detectadas relativamente aos cromocentros.

No que diz respeito ao efeito do stress de alta temperatura na organizacdo da
cromatina, os resultados obtidos em apices radiculares demonstraram a inducdo de
diferencas significativas na organizacdo das sequéncias ribossomal e subtelomérica
pSc200, com o0 aumento da area de sinais de hibridacdo de ambas, ndo sendo no entanto a
area nuclear afectada. Em nucleos de cole6ptilo, por outro lado, o stress de alta temperatura
induz igualmente a descondensacédo das sequéncias ribossomais, aumentando no entanto
marcadamente tanto o numero de sinais de pSc200 como a &rea nuclear. Assim, o0s
mecanismos de resposta ao stress parecem induzir nos dois tipos de nicleos analisados
uma alteracdo marcante orientada para uma maior disponibilidade fisica para a transcricdo
das sequéncias ribossomais. (Leitch, 1995) utilizando a técnica de hibridacdo in situ
gendémica com sondas para o genoma de centeio em nudcleos de apices radiculares da
cultivar Beaver de trigo com a translocacéo 1B“/1R®, observou igualmente um incremento na
descondensac&o da cromatina de centeio, avaliada pelo comprimento do braco 1R®, assim
como um maior numero de loci de rDNA descondensados, apés um aumento de
temperatura de 25°C para 37°C. O mesmo autor (Leitch, 1995) sugere que a
descondensacdo da cromatina observada podera estar relacionada com um possivel
aumento do numero de genes activos ou alteragcdes no estado de metilacdo devidos a
temperatura.

Uma caracteristica bem definida de nicleos de algumas espécies de cereais com
genomas de grandes dimensdes, como 0 centeio, é a organizacdo Rabl (Rabl, 1885). Esta
organizacao foi inicialmente descrita em nlcleos de salamandra e caracteriza-se pela
disposicdo dos cromossomas no ndcleo de uma forma polarizada. Esta organizacdo resulta
da manutencdo em interfase do posicionamento estabelecido aquando da separacéo dos
cromossomas para o0s poélos em anafase, mediada pela ligagcdo do cinetécoro aos
microtubulos do fuso acromatico. Assim os centrémeros permanecem agrupados num pélo e
os telémeros no polo oposto. Este padrao de organizagao é observado em nucleos dos dois
orgdos analisados das plantulas de centeio, confirmando a disposicdo cromossomica
interfasica anteriormente descrita para esta espécie (AragonAlcaide et al., 1996). Em
nucleos de apices radiculares tanto controlo como submetidos a SAT, o nimero médio de
sinais de pSc200 confirma a disposi¢cao cromossomica descrita. Possuindo o centeio tem 14
cromossomas, cada um com duas zonas subteloméricas marcadas pela sonda pSc200
(Vershinin et al.,, 1995), seria expectavel a observacdo de 28 sinais de hibridacdo. No
entanto, a observagdo de um namero médio de 14 sinais de hibridacdo com esta sonda
confirma a organizacdo Rabl que resulta na sobreposicdo dos dois sinais de FISH

subteloméricos de cada cromossoma descrita por (Abranches et al., 1998). Estes autores
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demonstram que os bragos do cromossoma 1R de centeio se encontram paralelos entre si,
e em alguns casos sobrepostos, tornando-se indistinguiveis. Em nudcleos cole6ptilo de
plantulas nédo tratadas, apesar de ter sido detectada uma diminuicdo no nimero de sinais in
situ de pSc200, essa diminuicdo pode resultar simplesmente da sua maior aglomeracéo
resultante da consideravelmente menor area nuclear, ndo sendo afectada a organizacéo
Rabl. Também em nucleos de Schizosaccharomyces pombe se verifica uma reorganizacao
de dominios heterocromaticos influenciada pelo aumento da temperatura (Goto et al., 2001).
Neste caso verifica-se uma migracdo dos dominios centroméricos para o spindle pole body
(SPB, correspondente ao centrossoma em células animais) formando um aglomerado, néo
observado em nenhuma das células controlo. Por outro lado os teldmeros separam-se do
SPB, espalhando-se pelo nucleo o que origina uma estrutura tipo Rabl.

Ou seja, ao contrario do que se verifica relativamente a organizacdo fisica da
cromatina ribossomal e subtelomérica, a disposicdo Rabl dos cromossomas no nudcleo é
observada em nucleos dos dois érgdos analisados, apesar de apresentarem diferencas
significativas relativamente a condensacédo global do ndcleo. Também (Abranches et al.,
1998) verificam que o padréo de organizacdo Rabl dos cromossomas de centeio se mantém
independentemente da dimensao do nucleo. Mais ainda, a disposi¢cao dos cromossomas no
nacleo nao é afectada pelo stress de alta temperatura nem em nucleos de apices
radiculares nem de coleoptilos.

Em relacéo a topologia nuclear avaliou-se também a disposicéo relativa dos dois loci
de rDNA 45S. Este parametro ndo parece ser afectado pelo SAT nos dois tipos de nlcleos
analisados, uma vez que ndo se observam diferencas significativas nos valores da distancia
média entre os sinais de FISH obtidos com a sonda de rDNA. Da mesma forma, o nimero
médio de dois blocos de rDNA por nucleo também néo é afectado pelo SAT nos dois tipos
de nucleos analisados. De facto, tendo em conta os diferentes padrbes de organizacdo
descritos por (Caperta et al., 2002) em células de 4pices radiculares de centeio, 0 nimero
médio de sinais de rDNA expectavel seria de 2, uma vez que os referidos autores
comprovaram que a maioria dos nucleos apresentam um bloco por NOR localizado na zona
perinucleolar. Adicionalmente, a frequéncia de nucleos em que € possivel encontrar sinais
de FISH de rDNA co-localizados é reduzida e muito proxima da anteriormente estimada em
centeio por (Caperta et al., 2002), ndo sendo também afectada pela situagdo de stress
estudada.

O nucléolo é formado como resultado da transcricdo dos genes ribossomais, sendo a
sua dimensao influenciada pelo nimero de genes de rRNA activos, entre outros factores
(Caperta et al., 2007; Martini and Flavell, 1985). A quantificacdo da area nucleolar efectuada
neste trabalho revelou diferencas significativas induzidas pelo SAT quer em células de

apices radiculares, quer em células de coledptilo. De facto, nacleos de apices radiculares e
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coledptilos de plantulas sujeitas a SAT apresentam nucléolos de maiores dimensdes
comparativamente com os valores obtidos em plantulas controlo. (Stepinski, 2009) verifica
gue o stress de baixa temperatura induz um aumento da area nucleolar em nucleos de soja.
No entanto, este aumento pode ndo se dever a um aumento de expressdo, uma vez que
(Olszewska et al., 1988) demonstram que tratamentos com frio (4°C) em células de apices
radiculares de centeio inibem o transporte de rRNA do nlcleo para o citoplasma, o que
poderd conduzir a uma acumulacdo da componente granular dos nucléolos e resultar num
aumento do tamanho do nucléolo. O efeito de condigBes de stress na morfologia e area de
nucléolos foi também recentemente descrito por (Balcerzak et al., 2010) que detectaram que
plantas de Lupinus angustifolius L.sujeitas a stress induzido pela presenca de nitrato de
chumbo altera¢des na morfologia e no nimero de nucléolos. Na presenca do referido metal
pesado deixam de se observar apenas nucléolos redondos, aparecendo nucléolos em forma
de anel e de fuso, diminuindo igualmente a area e nimero de nucléolos. Por outro lado,
observamos também um aumento do nimero de nucléolos em situacdo de stress, tanto em
células de apices radiculares como de coledptilos, revelado por um aumento significativo da
frequéncia de células com dois nucléolos. Este aumento do niamero de células com dois
nucléolos podera dever-se ao facto de o stress de alta temperatura bloquear a progresséo
do ciclo celular na fase G1, diminuindo a ocorréncia de nucleos com apenas um nucléolo
resultante da fusdo nucleolar. (Leitch, 1995) observou igualmente em ndcleos de apices
radiculares da cultivar Beaver de trigo (1BY/1R®) um aumento do ndmero de nucléolos
resultante do aumento da temperatura (de 25°C para 37°C) tal como o observado no nosso
trabalho.

O referido aumento da é&rea nucleolar, directamente proporcional ao nivel de
expressao dos genes ribossomais, resultante do efeito do stress parece estar de facto
correlacionado com o nivel de expressao da sequéncia ribossomal em plantas controlo e
sujeitas a SAT. De facto, os resultados da quantificacdo dos niveis de transcritos de rDNA
na primeira folha de plantulas de centeio obtidos por PCR quantitativo em tempo real
demonstram claramente a ocorréncia de um claro aumento do nivel de expressado dos genes
de rRNA induzido pela alta temperatura. A actividade da sequéncia subtelomérica de centeio
pSc200 também foi analisada, tendo sido demonstrado pela 12 vez que esta sequéncia ndo
codificante é transcrita. No entanto, contrariamente ao detectado relativamente a sequéncia
ribossomal, ndo sdo observadas alteragdes significativas relativamente ao nivel de
transcricao induzidas pelo stress de alta temperatura.

Os resultados descritos neste trabalho permitem-nos concluir que as respostas das
plantas ao stress de alta temperatura envolvem alteracdes de diferentes pardmetros da
topologia nuclear de sequéncias repetitivas codificantes e nao codificantes, que dependem

do érgao considerado, assim como dos niveis de transcricdo de genes ribossomais. Tendo
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como objectivo aprofundar a compreensdo dos referidos mecanismos de resposta das
plantas a condicbes de stress, pretendemos futuramente proceder a andlise da
quantificacdo do nivel de transcritos, em diferentes 6rgaos, nomeadamente coledptilo e raiz,
da sequéncia subtelomérica pSc200, do rDNA 45S e de outras sequéncias repetitivas, como
por exemplo sequéncias centroméricas. Por outro lado, seria importante também observar
se existem diferencas nos parametros avaliados entre outros 6rgaos da planta em distintas
fases do desenvolvimento. Seria ainda interessante observar se existem alteracbes na
organizacao fisica e disposi¢do nuclear induzidas pelo SAT de outras sequéncias repetitivas
como a CCS1 (cereal centromeric sequence) (AragonAlcaide et al., 1996) do genoma de
centeio.

Por ultimo, uma vez que foram anteriormente observadas diferencas entre a
disposicdo Rabl caracteristica dos cromossomas de centeio induzidas pelo tratamento com
5aC (5 azacitidina, um inibidor de metilagdo do DNA) em nucleos de triticale (Neves, 1995)
mas ndo em nucleos de trigo com o cromossoma 1R introgredido (Abranches et al., 1998),
seria interessante verificar se as sequéncias de centeio analisadas sdo de igual modo
influenciadas pelo stress quando se encontram em nlcleos com genomas de outras

espécies.
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ANEXO |

Valores de ACt para as sequéncias ribossomal e subtelomérica nas situagbes
controlo e stress, obtidos em relacédo ao Ct da actina.

rDNA Subtelomérica
Controlo SAT Controlo SAT

-2,754 -5,4505 0,026 -0,0005
-3,734 -4,8605 0,186 0,4095
-3,414 -4,3505 -0,084 -0,0605
-3,194 -4,0905 0,076 -0,0005
-4,594 -3,2905 0,386 -0,3905
-3,954 -3,8105 0,476 -0,3505
-4,444 -6,8805 -1,274 0,0695
-5,884 -7,2405 0,396 0,6095
-5,894 -6,1305 0,296 0,9295
-4,374 -4,6005 0,216 0,9595
-3,564 -4,7905 0,256 0,2495
-3,384 -1,5505 0,546 -0,4505
-1,354 -1,5405 0,246 -0,5705
-0,284 -1,7405 -1,084 -0,4805
-2,494 -3,6705 -0,784 0,2695
-2,164 -5,3405 0,066 -0,3805
-2,894 1,476 0,3095
-3,804 -0,434 0,6795
-2,994 -0,024 1,0595

-1,364 1,2295

-1,304

-0,294

Tabela 6. Valores de ACt para as sequéncias ribossomal e subtelomérica nas situagoes

controlo e stress
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