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1. Resumo

O presente projecto teve como objectivo analisar alteragdes epigenéticas na organizagdo e topologia da
cromatina e organizacdo do citoesqueleto microtubular, em plantulas sujeitas a altas temperaturas
(stress térmico) utilizando Secale cereale como modelo. Ainda, pretendeu-se avaliar as consequéncias do
stress térmico apéds diferentes periodos de recuperacao.

Nas fases iniciais de desenvolvimento os apices radiculares de Secale cereale expostos a stress térmico
apresentaram altera¢cdes morfoldgicas associadas ao stress. A organizacdo da cromatina e respostas
epigenéticas, nomeadamente o padrdo de distribuicdo da metilagio do DNA foram analisados
citologicamente em nucleos interfasicos e células mitdticas, apds diferentes tempos de recuperacgdo (RT)
do stress, 0, 7 e 24h. Imediatamente apds stress observou-se um aumento da compacta¢do do DNA e a
cromatina exibia uma aparéncia apoptética, sucessivamente mais pronunciada ao longo dos periodos de
recuperagdo analisados. Também se observou uma redistribui¢do dos sinais de imunodetecg¢do, com um
padrdo menos homogéneo que o controlo, e aparente diminuicdo do nivel geral de metilagdo do DNA.
Comparando as células apés diferentes tempos de recuperacgao, verificou-se que a frequéncia de células
com anomalias e o indice mitético sdo os mais elevados 7 h apds tratamento, contrastando com o
controlo. Foram ainda avaliados os efeitos do stress térmico na dindmica do citoesqueleto microtubular,
detectando-se alteragGes evidentes as 0 RT em células interfasicas e pré-profasicas. 24 horas apés
tratamento  observaram-se configuragdes microtubulares similares ao controlo. Os resultados
apresentados neste trabalho revelaram distintas dindmicas da metilacdo do DNA, e do citoesqueleto
microtubular, consequentes do stress térmico.

Palavras-chave: Secale cereale, stress térmico, cromatina, citoesqueleto



Abstract

In root tip cells from seedlings of Secale cereale exposed to high temperatures (heat stress),
marked modifications in nuclear morphology and microtubule cytoskeleton dynamics are
observed. Seedlings were developed in normal environmental conditions at 212C, and
transferred for 402C during four hours for the heat shock treatment. Root-tips were excised
just after the treatment, and after distinct periods of recovery (RT). The detailed
characterization of meristematic cells nuclear morphology revealed striking modifications
some of which are maintained even after 24 of RT. These alterations seem to be associated
with changes in cell cycle. Imunocytochemistry was used to pursue the study of microtubules
(MTs) dynamics in heat treated plants using alfa-tubulin antibodies. These revealed great
alterations in MTs organization, preferentially affecting interphase cells. These results clearly
indicate for the first time a direct impact of heat stress on nuclear dynamics and cell cycle
progression.

Keywords: Secale cereale, heat stress, chromatin, cytoskeleton



2. Introducao

2.1 Estrutura da cromatina
Nas células de organismos eucariotas o DNA encontra-se associado a histonas e proteinas nao
histdnicas formando a cromatina (Alberts et al., 2004). A unidade bdasica da cromatina é o
nucleossoma, constituido por um octamero de histonas H2A, H2B, H3 e H4, duas moléculas de cada
tipo, sobre o qual se enrolam 145 a 147 pares de bases de DNA. As caudas N- terminais das
histonas e as C- terminais da histona H2A emergem do octdmero e expostas a acgdo enzimatica,
sujeitam-se a modificagbes pds-transcricionais como acetilacdo, fosforilagdo, metilagdo,
glicosilacdo, ADP ribosilacdo, carbonilagdo e biotinilagdo, fundamentais no “cédigo de histonas”
(Turner et al.,, 2002). A metilacdo dos residuos de citosina (5-metilcitosina — 5-mC) no DNA é
essencial na estrutura e fungdo da cromatina (Zluvova et al., 1998), ocorrendo na maioria dos
genomas eucariotas (Ng e Bird, 1999). No genoma nuclear dos animais e plantas, os residuos de
citosina metilada ocorrem predominantemente em sequéncias simétricas como CpG e CpNpG, esta
ultima caracteristica das plantas (Castilho et al,. 1999). A relacdo entre a metilacdo do DNA e a
estrutura da cromatina tem sido muito estudada na ultima década, encontrando-se envolvida no
imprinting gendmico e no controlo da expressao génica (Nickoloff et al., 1998; Caperta et al,. 2007).
Assim, os padrdes da expressdo de muitos genes tém sido relacionados com a metilagdo diferencial
de alelos ou regiGes de promotores, seja associada a hiper- ou hipometila¢do (Castilho et al., 1999).
Por exemplo, a hipometilagdo induzida pelo agente hipometilante 5-Azacitidina provoca
modifica¢cdes na topologia da cromatina: um aumento significativo do volume nuclear em células
meristematicas radiculares de centeio, o que pode ser explicado em termos de alteragdes na
estrutura da cromatina (Caperta et al.,, 2007). Em raizes de Zea mays a expressdo de ZmMi1
causada por stress hipotérmico esta relacionado com uma redugdo do nivel de metilagdo do DNA
gue se mantém, pelo menos, durante 7 dias (Chinnusany e Zhu, 2009). Citologicamente a cromatina
interfasica pode ser classificada como heterocromatina (muito condensada) e eucromatina (de
condensacdo inferior) (Alberts et al., 2004). A eucromatina é constituida por sequéncias de DNA
ricas em genes, apresentando metilagdo da histona H3 no residuo lisina 4 e acetilagdo no residuo
lisina 9 (van Driel et al., 2003). A heterocromatina é constituida por sequéncias de DNA adjacentes
repetidas (“tandem repeats”) (Alberts et al., 2004), caracterizando-se pela metilagdo da histona H3
no residuo lisina 9 (van Driel et al.,, 2003) e elevado nivel de metilacdo do DNA. A distribuicdo da
heterocromatina varia com o organismo, contudo no nucleo interfasico observa-se que os dominios
pericentroméricos, teloméricos e subteloméricos sdo frequentemente heterocromatizados (Alberts
et al, 2004). Em cada cromossoma, estes trés dominios estabelecem ligagdes com proteinas
especificas e, embora normalmente ndo sejam codificantes, tém fun¢bes estruturais de relevo
estando envolvidos nos processos de segregacdo cromossOmica, replicacdo e proteccdo das
extremidades cromossémicas (Alberts et al.,, 2004). No nucleo interfasico, a cromatina encontra-se
dispersa, mas organizada, sem permitir a individualizagdo dos cromossomas (Leitch et al.,. 2000;
Santos e Shaw, 2004). No caso de plantas com genomas e cromossomas grandes, como o centeio,
os cromossomas dispéem-se no nucleo mantendo os centrémeros num pélo e os teldmeros no
pdlo oposto, onde se localiza o nucléolo, estabelecendo a configuragdo “Rabl” (Leitch et al., 2000).
Na mitose, a compactacdo da cromatina inicia-se na transicdo G2/profase aumentando até a
metafase onde atinge o seu maximo. Apds a separagao dos cromatideos-irmaos na anafase, diminui
gradualmente, até a tipica descondensagdo interfasica, ao terminar a telofase (Alberts et al., 2004).
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2.2 Dinamica do citoesqueleto microtubular

As células mantém a sua estrutura interna, robustez e conformagao, assim como conseguem alterar
a organizagao interna dos seus componentes, essencial aos processos de crescimento, divisdo e
adaptacdo ao meio ambiente (Alberts et al., 2004). Considera-se o citoesqueleto como o conjunto
de estruturas proteicas filamentosas que formam uma complexa rede dinamica responsavel por
estruturar e manter a forma da célula, associarem as jungbes celulares e auxiliarem nos
movimentos celulares (Azevedo, 2005). Nas células eucaridticas, a fun¢do atribuida ao
citoesqueleto depende das caracteristicas de trés tipos de estruturas: microtubulos, filamentos de
actina, filamentos intermédios, assim como de proteinas motoras associadas (Alberts et al., 2004).
Os microtubulos (MTs), o maior componente do citoesqueleto, sdo compostos por polipéptidos
globulares de a- e B-tubulina, com grande afinidade entre si. As tubulinas constituem uma super-
familia que compreende as trés familias a-, B- e y-. Cada familia apresenta uma sequéncia de
aminodcidos bastante conservada filogeneticamente. A a e B-tubulinas existem em diversas formas
isotipicas, sofrendo varias modificagdes pds-tradugdo (Schmit and Nick, 2008). Em Secale cereale
identificaram seis isotipos de a-tubulina e pelo menos 7 de B-tubulina (Kerr et al.,, 1990). Os MTs
formam-se quando as subunidades de aB-tubulina se associam heterodimeros, que se agregam
direccionalmente em protofilamentos lineares. Sdo estruturas polares com uma extremidade (+) de
crescimento rapido, cinéticamente mais dindmica e uma extremidade (-) de crescimento lento. As
y-tubulinas estdo relacionadas com as estruturas responsaveis pela nuclea¢do e organizacdo dos
MTs nas suas extremidades negativas. Os “Centros de Organiza¢do dos Microtubulos” (Microtubule
Organizing Center — MTOCs), constituem a regido onde se inicia a enuclea¢do dos MTs, como o
centrossoma ou um corpo basal (Alberts et al, 2004). As células vegetais ndo possuem
centrossoma e parecem enuclear MTs pelo envelope nuclear (Schmit and Nick, 2008).

Ao longo do ciclo celular os MTs organizam-se em estruturas importantes nos processos de divisao,
desenvolvimento e diferenciagdo celulares (Schmit and Nick, 2008). As células vegetais apresentam
trés configuragGes microtubulares Unicas: o arranjo de MTs corticais em interfase consistindo em
MTs paralelos; a banda pré-profasica (BPP), correspondente ao futuro plano de divisdo celular; e o
fragmoplasto, que consiste em dois conjuntos de MTs paralelos possibilitado a formagdo da placa
celular (Caperta et al.,, 2006). Durante a interfase, a malha microtubular é constituida por MTs
corticais justapostos orientados perpendicularmente ao eixo primario de alongamento, alguns
ligados a membrana celular. No fim de G2, hd um aumento na densidade de MTs iniciando a
formagdo da BPP, que assume o aspecto de uma banda estreita e circunscrita a regido onde
ocorrerd a citocinese. No inicio da prometafase inicia-se a formacdo do fuso acromatico,
responsavel pela correcta segregacdo dos cromatideos-irmdos, com forma de gaiola microtubular
qgue envolve o envelope nuclear até este se desagregar. Nas plantas superiores, o fuso acromatico é
desprovido de MTs astrais e apresenta pélos amplos com numerosos foci microtubulares (Schmit
and Nick, 2008). O fuso é maioritariamente multipolar, com semi-fusos a apresentarem grupos de
fibras cinetocoriais divergentes de foci separados. Este tipo de organiza¢do implica que alguns MTs
se associem aos cinetocoros - MTs cinetocoriais, e outros interactuem na regidao equatorial - MTs
polares (Alberts et al., 2004). Na anafase da-se a separacdo individualizada e simultdnea de todos
os cromatideos-irmdos devido ao encurtamento e estreitamento dos MTs e a deslocagdo dos
cromossomas, mediada por proteinas motoras associadas aos MTs. Na telofase, inicia-se a
formagdo de um denso cilindro de MTs, a tipica estrutura anelar do fragmoplasto, cuja principal



funcdo parece ser transportar vesiculas provenientes do aparelho de Golgi para o plano equatorial,
originando as novas membranas plasmaticas e parede das células filhas (Schmit and Nick, 2008).

2.3 Stress térmico

As alteragGes, causadas por altas ou baixas temperaturas (Went, 1953), afectam as plantas. O stress
térmico causado pelo aumento da temperatura é problematico na agricultura provocando
alteragbes morfo-anatdmicas, fisioldgicas e bioquimicas, que afectam o crescimento e
desenvolvimento vegetal, a fotossintese, respiracdo, translocacdo de d4gua e nutrientes, ou
reac¢Oes enzimaticas (Wahid et al., 2007). Um aumento répido da temperatura induz em todos os
organismos uma resposta ubiqua: expressdo de um conjunto de proteinas denominadas proteinas
de choque térmico (HSP - Heat Shock Proteins). Em plantulas de Secale cereale com trés dias,
sujeitas 2h a 40°C assiste-se a produc¢do de mais de 150 HSPs (Somers et al.1992).

Embora existam diversos estudos moleculares sobre a influéncia do stress térmico na estrutura da
cromatina em plantas (Chinnusamy e Zhu, 2009), tém sido desenvolvidos muito poucos trabalhos
no ambito citoldgico. Por exemplo, em caules de ervilha crescidos a temperaturas entre 2°C e 25°C
foram detectadas alteragdes significativas na estrutura da cromatina, sendo a sua digestibilidade
pela DNase Il superior em amostras de cromatina preparadas a partir de plantas desenvolvidas a
temperaturas mais elevadas (Matsumoto et al.,, 1993). Também, existem poucos estudos
citolégicos sobre a influéncia do stress térmico na dindmica do citoesqueleto microtubular. Em
células de Nicotiana tabacum sujeitas a stress térmico (382C durante 30 minutos), observou-se que
os MTs do aparelho mitdtico e do fragmoplasto sdo os mais susceptiveis. Nestas condicGes,
observou-se a desagregacdo do aparelho mitético, alongamento do fuso acromatico, e o
alongamento dos MTs do fragmoplasto (entre outros), acompanhado de uma acumulagdo de
telofases. O restabelecimento da estrutura microtubular normal ocorreu apds 12 horas de
recuperacdo (Draber et al., 1997).

2.4 Modelo estudado - Centeio (Secale cereale)

O centeio (Secale cereale L.) encontra-se amplamente descrito na literatura como organismo
modelo (Mikhailova et al., 2006; Varshney et al., 2004;). E uma monocotiledénea anual da familia
das Poaceae (gramineas). O seu grande genoma (1.8pg), organizado em 7 cromossomas (2n=14), é
64 vezes maior que o de Arabidopsis thaliana. Constitui um excelente modelo de estudos
citoldgicos, como analise da cromatina em nucleos interfasicos e em cromossomas mitéticos,
recombinacdo nos cereais temperados (Jenkins et al. 2005) e organizagdo do citoesqueleto
microtubular (Caperta e tal., 2006; Mikhailova et al., 2006; Caperta et al., 2008).

3. Materiais e Métodos

3.1. Material vegetal e condi¢des de crescimento
Neste trabalho usaram-se sementes de Secale cereale cv. “Imperia

|II

. Para a obtencdo de plantulas,
as sementes foram colocadas em placas de Petri com papel de filtro humedecido, sem luz, a 49C,
por 3 dias, para quebrar a dorméncia. Para a germinacgdo as placas foram transferidas para uma
fitoclima (Rumed) com um fotoperiodo de 18h de luz e 6 h de escuro, a 222C+29C durante 2 dias.



3.2. Stress térmico (Altas temperaturas)

Algumas das plantulas obtidas foram submetidos a um stress térmico na fitoclima, enquanto as
plantulas usadas para controlo foram mantidas a 222C+22C, com um fotoperiodo de 18h de luz e 6h
de escuro. O stress térmico consistiu numa rampa de temperatura crescente, de 272C a 402C
(aumento de cerca de 22C/h) permanecendo 4 horas a 402C, periodo apds o qual a temperatura
desceu progressivamente até 25°C (descida de cerca de 22C/h), como representado na Figura 1.
Apds a inducdo do stress térmico, os dpices radiculares foram excisados das plantulas em trés
momentos: imediatamente apds exposicdo a 40°C (0 RT); 7h apds exposicdo a 40°C (7 RT), e 24
horas depois de recuperacdo (24 RT) em fitoclima em condi¢des de controlo.

Figura 1 — Stress térmico aplicado as plantulas de Secale cereale 2 dias apés germinacao das sementes.
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3.3. Fixagdao do material vegetal

Para anadlise de células com micronucleos ou com nucleos disformes, alguns dos apices radiculares
foram fixados numa solugio 2% (p/v) paraformaldeido em 1XPBS' durante 10 minutos,
seguidamente lavados em 1XPSB por 10 minutos e conservados em etanol a 70%, a -209C. Para a
analise da organizacdo da cromatina, os apices radiculares foram fixados numa solucdo 3:1 (v/v) de
etanol-acético’ durante 24 horas e conservados nesta solugdo, a -202C. Para a fixacdo de proteinas
do citoesqueleto microtubular, os 4pices foram fixados numa solugdo 2% paraformaldeido em
1xMTSB? durante 1h, com duas lavagens posteriores em 1xXMTSB durante 5 minutos cada.

3.4. Realizagao de esfregacos
Para a obtencdo de esfregacos de raizes fixadas em 2% paraformaldeido em 1xPBS, procedeu-se a
duas lavagens prévias numa solucdo de tampdo enzimatico 1xEB* durante 10 minutos cada. Na
digestdo foi aplicada uma solugdo enzimatica® durante 65 minutos, em estufa a 372C, mantendo
intacta a parede celular. Seguidamente, aplicou-se uma gota de acido acético a 45% (v/v) durante

! 1xPBS, Tampdo Fosfato Salino - NaCl 137 mM, Fosfato 10 mM, KCI 2.7 mM, a pH 7.4.

2 Solugdo de 3:1 (v/v) etanol absoluto/acido acético.

3 10xMTSB, Microtubule Stabilizer Buffer - 50 mM PIPES, 1.9 g EGTA, 1.32 g MgS04j 7H20 e 5 g KOH em 800 ml de
agua destilada, pH= 7.0, 1:10 em agua destilada para obter 1xMTSB

* 1xEB: Enzime Buffer - Acido citrico monohidratado 0,1M (A), citrato trissodico desidratado 0,1M (B) na proporgdo
2:3 (A:B) — 10xEB, diluir 1:10 em agua destilada para obter 1xEB.

> Solugdo enzimatica: 20% (p/v) pectinase (P-4716 Sigma), 0,2% (p/v) celulase (R10 Onozuka), 2% (p/v) celulase
(C1184 Sigma) em 1xEB.



alguns segundos, procedendo-se a substituicdo da gota por uma de 1XPBS antes da dispersdo do
material. Por fim, colocou-se uma lamela sobre o material, removendo o excesso de liquido com
papel de filtro, exercendo pressdo para separar as células convenientemente.

Para a obtencdo de esfregacos de dpices radiculares fixados em 3:1 (v/v) de etanol acético, estes
foram retirados do fixador e lavados duas vezes numa solugdo de tampdo enzimatico 1xEB durante
10 minutos cada. Seguidamente, o material foi digerido com a solugdo enzimatica® durante 90
minutos, em estufa a 372C. Os apices digeridos foram colocados numa gota de acido acético a 65%
(v/v), procedendo-se a remocdo da coifa e dispersdo do material com o auxilio de pingas e agulhas.
Para a obtencgdo de esfregacos de células para andlise do citoesqueleto microtubular, o esfregago
foi realizado de imediato utilizando 1dminas de alvéolos silanizadas®. Fez-se um corte na zona
imediatamente acima da coifa com auxilio de uma agulha e com alguma pressao libertaram-se
células para uma gota de 1xMTSB por alvéolo. Deixou-se secar a gota, imediatamente antes da
imunodetecc¢do. A qualidade das preparagGes foi avaliada com o auxilio de um microscopio de
contraste de fase (Leica). A excepcdo das preparacdes realizadas para a analise do citoesqueleto
microtubular, as preparacgées seleccionadas foram congeladas com CO,, descolando-se a lamela
com auxilio de uma lamina de barbear. As preparagdes obtidas, foram conservadas a 42C.

3.5. Imunodeteccdo Indirecta
A imunodetec¢do indirecta é uma técnica baseada na capacidade de um anticorpo secundario,
marcado com uma molécula fluorescente, reconhecer um anticorpo primario, estabelecendo uma
ligacdo, permitindo visualizar e detectar uma regido especifica do anticorpo primario. Os anticorpos
primarios utilizados foram: um anticorpo monoclonal de rato anti-5-metilcitosina na detec¢ao dos
padrdes de metilagdo do DNA, e um anticorpo monoclonal de ratinho anti a-tubulina na detecgao
das configura¢des do citoesqueleto microtubular, respectivamente. Para prevenir ligagbes ndo
especificas do anticorpo, aplicou-se 30 L de solucido BSA’ sobre o esfregaco, incubando por 30
minutos, a temperatura ambiente. Seguidamente, procedeu-se a lavagem das laminas em 1XPBS.
Apds a lavagem, aplicou-se 30 pL do anticorpo primario — uma solugdo 1:200 de anticorpo
monoclonal produzido em rato anti-5-metilcitosina (Abcam, Ab10805) em 1xPBS -, cobriu-se com
lamelas de plastico, e incubou-se em camara humida em estufa a 372C, durante 90 minutos. Apds
lavagem das laminas em 1xPBS aplicou-se 30 uL do anticorpo secundario — uma solu¢do 1:100 de
anticorpo monoclonal anti rato conjugado com Cy3 em 1xPBS -, que incubou durante 1 hora, em
camara humida, na estufa a 372C. Finda a ultima incubacdo, retiraram-se as lamelas de plastico
para a lavagem em 1xPBS. Finalmente, a cada preparagao aplicou-se 30 uL do corante especifico de
DNA DAPI (4',6-diamino-2-fenilindol - marca regides ricas em A-T), com capacidade de fluorescéncia
no azul brilhante. As preparagbes foram conservadas a 42C. Para a visualizagdo do citoesqueleto
microtubular aplicou-se 12 pL da solu¢do de anticorpo primario — uma solu¢do 1:100 de anticorpo
monoclonal poduzido em ratinho anti a-tubulina DM1A (Serotec) em MTSB em cada alvéolo e
incubaram-se em camara humida na estufa a 372C, durante 1 hora. Apds este periodo de tempo,
retirou-se o anticorpo e lavou-se com uma solu¢do 1xMTSB por 5 minutos. Colocou-se 12 plL da

®A silanizagdo é um tratamento aplicado as laminas que pretende criar maior aderéncia. As laminas sdo lavadas e
agitadas em 4gua quente com detergente. Apds a lavagem em agua quente corrente até ser retirado o detergente,
um cesto com as laminas foi submerso sequencialmente em tinas com agua, dgua destilada e alcool comercial a
70%, seguidamente foram secas numa estufa a 372C. Apds secagem foram mergulhadas sequencialmente em silano
a 2% em acetona (200 mL), acetona (200mL) e agua destilada durante 10 segundos em cada tina. A agua destilada
foi renovada e o cesto foi entdo retirado e colocado a secar uma estufa a 37°2C.

7 BSA: Bovine Serum Albumine 8% (w/v) +0,1% Triton X100 em 1xPBS.



solugdo de anticorpo secunddrio — uma solugdo 1:300 de anticorpo monoclonal anti ratinho
conjugado com isotiocianato de fluoresceina (FITC) em MTSB - por alvéolo, incubando em camara
hamida, por 1 hora, na estufa a 372C. Lavaram-se os esfregacos com uma solucdo 1xMTSB por 5
minutos e aplicou-se 12 pL de solugdo DAPI. Por fim colocou-se uma lamela.

3.6 Microscopia, processamento de imagem e analise estatistica
Para a andlise de microscopia de fluorescéncia foi utilizado um microscépio equipado com uma
camara digital Zeiss AxioCam. As imagens de fluorescéncia foram captadas para cada fluorocromo
individualmente através de filtros de excitacdo apropriados. As imagens foram processadas e
tratadas através da utilizacdo do software Adobe Photoshop 6.0 (Adobe Systems Inc). As células
interfasicas e metafasicas foram classificadas em diferentes classes consoante o parametro em
analise. A comparagdo das distribuicdes foi feita utilizando o teste estatistico Qui quadrado (x°).

4. Resultados

O estudo citoldgico realizado neste trabalho consistiu na utilizacdo de apices radiculares de
plantulas de Secale cereale, 2 dias apds germinacgdo, expostas a altas temperaturas (stress térmico)
e controlo. As raizes das plantulas controlo eram longas, finas e com poucos pélos finos presentes,
e os respectivos apices apresentavam cor branca opaca. Em contraste, as raizes de plantulas
sujeitas a stress térmico eram mais curtas e grossas, por vezes com apice de coloragdo
acastanhada, possuindo muitos e grossos pélos.

4.1. Quantificagdo de células interfasicas e mitéticas com anomalias
A anédlise citoldgica efectuada com a utilizagdo do corante de DNA DAPI permitiu a observagdo de
células interfasicas e mitéticas imediatamente apds stress térmico (ORT), 7 e 24 horas apds
exposicdo a stress térmico (7 RT e 24 RT, respectivamente) e controlo. Foi feita a classificacdo dos
nucleos das células interfasicas em normais, com microntcleos e disformes, de acordo com a
morfologia apresentada (Fig. 2).

Figura 2 — Células interfasicas de Secale cereale coradas com DAPI provenientes de plantulas expostas a stress térmico e
controlo, 2 dias apds a germinagdo das sementes. 2a — células com nucleos interfasicos normais (controlo); 2b — célula
com micronucleo (seta); 2c — célula com nucleo disforme.

X\

Foram consideradas normais as células com nucleos interfasicos com contornos regulares bem
definidos, de forma aproximadamente esférica, que ndo apresentavam micronucleos (Fig. 2a). As
células interfasicas com micronucleos (Fig. 2b) foram agrupadas independentemente do nimero de
micronucleos que apresentavam. Por seu turno, os ntcleos considerados disformes foram aqueles
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gque possuiam contornos irregulares e algo fragmentados (Fig. 2c). Nas plantulas ndo expostas a
stress térmico, a maioria dos nucleos interfasicos apresentavam-se normais (93%), embora algumas
células exibissem micronucleos (0,5%) e nucleos disformes (6,5%).

Imediatamente apds stress térmico, observou-se um aumento da frequéncia de células com
micronucleos (3,5%) e nucleos disformes (17,25%) (Tabela 1). Apds 7h RT, a frequéncia de nucleos
disformes mais que duplicou (43,5%), observando-se ainda o incremento de células com
micronucleos (6,25%). Findo o tempo de recuperagdo de 24h observou-se redugdo da frequéncia de
células com microntcleos e de nicleos disformes. Foi ainda calculado o indice mitético, cujo valor
minimo foi observado as 0 RT (1,75%), enquanto o valor maximo foi observado as 7 RT (15,25%).
Para determinar a homogeneidade dos resultados entre cada tratamento foi realizado um teste
estatistico de homogeneidade que seguiu o modelo do X% Os resultados apontam para diferencas
significativas entre as frequéncias relativas a cada tipo de célula (x’=256.98, Df=6, p=0,95) e indice
mitdtico (x’= 49.7198, Df=3, p=0,95), nos diferentes periodos de recuperacio apds stress.

Tabela 1 — Frequéncia de células interfasicas com nucleos normais, micronucleos e nucleos disformes de Secale cereale
provenientes de plantulas, 2 dias apds a germinagdo e expostas a stress térmico e controlo. Esta avaliagdo foi feita
imediatamente apods stress (ORT), 7 e 24h de recuperagdo (7 RT e 24 RT, respectivamente), em 400 células para cada
periodo.

. Com micronucleos X o indice Mitético
Normais (%) (%) Disformes (%) (%)
Controlo 93 0,5 6,5 5
0 RT 79,25 3,5 17,25 1,75
7RT 50,25 6,25 43,5 15,25
24 RT 88,25 2,5 9,25 13,25

Paralelamente determinou-se a frequéncia de mitoses anormais em 400 células de cada periodo de
recuperacdo. Foram classificadas de anormais as conformacgdes celulares ndo caracteristicas de
uma célula em divisdo celular, tais como anafases atipicas, apresentando distribuicdo
desequilibrada dos cromossomas para cada polo. No controlo, ndo foram observadas mitoses
anormais, ao invés dos periodos de recuperagdo, onde se verificou a sua acumulagdo. Observou-se
que a frequéncia de mitoses anormais relativamente ao nimero total de mitoses, foi mais elevada
as 0 RT (28,57%), sendo mais baixa as 7 RT (16,39%) e 24 RT (9,43%), frequéncias consideradas
elevadas, quando comparadas com o controlo.

4.2 Estudo da organizagdo da cromatina e padrdes de distribui¢do da metilacio do DNA
No sentido de caracterizar altera¢des nos padrdes de organiza¢do da cromatina e distribuicdo da
metilacdo do DNA associadas ao stress térmico procedeu-se a andlise citoldgica de células
interfasicas e mitoticas coradas com o corante de DNA DAPI, e imunodetectadas com o anticorpo
anti-5-metilcitosina (5-mC) (Castilho et al., 1999). Em plantulas ndo expostas a stress térmico
(controlo), as células exibiram uma marcac¢do DAPI brilhante, distinguindo-se muito bem as zonas
de cromatina menos condensada (eucromatina) das zonas de cromatina mais condensada (blocos
heterocromaticos — seta aberta) (Fig. 3a), além de apresentarem sinais de 5-mC intensos e
pontuados dispersos por todo o nucleo, sendo a distribui¢cdo coincidente com zonas marcadas pelo
corante de DNA DAPI (Fig. 3b-c). Em contraste, os nucleos interfasicos de células submetidas a
stress térmico imediatamente apds stress apresentavam agregados de cromatina com uma
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aparéncia muito “granulada” (Fig. 3d — seta aberta), e os sinais de imunodeteccdo estavam
heterogeneamente dispersos por todo o nucleo (“ilhas” — setas fechadas) (Fig. 3e), colocalizando-se
com regides de cromatina mais compactada (Fig. 3f) — que designaremos por “agregados”. Por seu
turno, as 7 RT a cromatina apresentava um aumento desses agregados nas células interfasicas (Fig.
3g — seta aberta), e os sinais de imunodeteccdo também se encontravam dispersos
heterogeneamente por todo o nucleo (“ilhas”) (Fig. 3h) correspondendo as zonas muito
compactadas (Fig. 3i). As células metafasicas aparentavam “descontinuidades” da cromatina e os
sinais de 5-mC encontravam-se distribuidos heterogeneamente ao longo dos bragos cromossomas
(Figs. 3j-1—seta fechada). Em células com 24 h de tempo de recuperac¢do, a cromatina de células em
interfase e metafase apresentava-se drasticamente mais desorganizada que as 7RT (Figs. 3m (seta
aberta), e 3p). Os sinais de imunodetecc¢do, finamente pontuados (Figs. 3n e 3g) concentravam-se
em pequenas regides do nucleo (Fig. 3n — setas fechadas) coincidentes com os “agregados” (Fig. 30
e 3r).

4.3. Analise da dinamica do citoesqueleto microtubular

Em plantulas sujeitas a stress térmico, analise da dinamica do citoesqueleto microtubular foi
realizada utilizando a técnica de imunodeteccdo indirecta com o anticorpo anti-a-tubulina DM1A.
Nas plantulas controlo observaram-se as diferentes configuragGes caracteristicas do citoesqueleto
microtubular (Caperta et al,. 2006), nomeadamente: organizagdo cortical dos microtubulos, banda
pré-profasica, fuso acromatico e fragmoplasto (Fig. 4a-1). Em células de plantulas sujeitas a stress
térmico, imediatamente apds tratamento verificaram-se as conformagdes microtubulares
observadas em controlo. Contudo, nas células interfdsicas foram visualizados MTs curtos, grossos, e
desorganizados, (Fig. 4m-o) diferindo dos MTs corticais do controlo. Também, as células pré-
profasicas exibiam MTs de comprimento médio e grossos, menos organizados que o controlo (Fig.
4p-r). As 7 RT, as células em interfase exibiam a configuragdo microtubular caracteristica, embora
os MTs fossem mais grossos que no controlo (Fig. 4s-u). Tanto as 0 como 7 RT, foram observadas
células com fuso e fragmoplasto semelhantes ao controlo. Apds 24 h RT, observou-se recupera¢ao
total do citoesqueleto microtubular, apresentando configuragdes semelhantes ao controlo. Ainda,
observaram-se muitas células em telofase-citocinese, findo esse periodo de recuperacgdo do stress.
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DAPI 5-mC Sobreposicao

Figura 3. Imunodetec¢do indirecta
do anticorpo anti-5-metilcitosina
(anti-5-mC) em células do &pice
radicular de Secale cereale de
plantulas expostas a stress térmico.
Foram detectadas diferengas na
condensagdo da cromatina (DAPI -
azul) e distribuigdo do anticorpo
anti-5-metilcitosina (vermelho)
imediatamente apds stress térmico
(0 RT), e 7 e 24 h apds periodo de
recuperagdo (7 RT e 24 RT) do stress.
a —c No controlo, as células
interfasicas (a) apresentavam zonas
de cromatina menos condensada
(eucromatina) e zonas de cromatina
mais condensada (blocos
heterocromaticos — seta aberta),
exibindo sinais intensos e pontuados
de 5-mC distribuidos por todo o
nucleo (b), coincidentes com a
marca¢do de DAPI (c ); d-f Nos
nucleos interfasicos as 0 RT, a
cromatina apresentava zonas muito
condensadas (d — seta aberta), e os sinais de imunodetecgdo apresentavam um pontuado mais fino, e dispersos heterogeneamente por
todo o nucleo (“ilhas” — setas
fechadas) (e), coincidentes com
regides de maior grau de
compactagdo / agregacdo da
cromatina (f); g-1 As 7 RT, nas células
interfasicas observaram-se também
agregados de cromatina muito
condensada (g — seta aberta), e
detectou-se uma redugdo dos sinais
de imunodetec¢do embora
mantendo a distribuigcdo
heterogénea em  “ilhas”; (h)
correspondendo a zonas com maior
agregacdo da cromatina (i); nas
células metafasicas, a distribuicdo
dos sinais de 5-mC também se
apresentou heterogénea ao longo
dos bragos dos cromossomas (j-I; k =
seta fechada); m-r Em células com
24 RT, os nucleos interfasicos
apresentavam elevado grau de
compactagdo da cromatina (“aspecto

granulado”) (m - seta aberta)
visualizando-se sinais de
imunodetec¢do finamente

pontuados embora com uma
marcante redugdo da quantidade
de “ilhas” (n - setas fechadas)
DAPI-coincidentes (0); nas células
metafasicas observou-se que a
cromatina apresentava algumas
descontinuidades ao longo dos
bragos cromossémicos (p), e os
sinais de imunodetecgdo
apresentavam um padrdo
semelhante ao observado em

nucleos interfasicos (q-r). Todas as
imagens tém igual ampliacdo,
barra=5 um.
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DAPI DM1A Sobreposicao

Figura 4. Imunodeteccdo
indirecta do anticorpo anti-
a-tubulina DM1A (verde) em
células do apice radicular de
Secale cereale de plantulas
expostas a stress térmico e
coradas com DAPI (azul).
Foram detectados alteragdes
nos padrdes de organizagdo
do citoesqueleto
microtubular imediatamente
apos stress térmico (0 RT) e
7 h apds periodo de
recuperagdo (7 RT) do stress.
No controlo, em interfase,
foi detectado o arranjo dos
microtubulos corticais, com
sinal forte e brilhante,
apresentando MTs longos e
finos dispostos numa rede
organizada (a-c); nas células
pré-profasicas observou-se a
banda pré-profasica, com
sinal forte e brilhante,
apresentando MTs longos e
finos concentrados e
paralelamente dispostos na
zona central da célula (d-f);
na metafase visualizou-se o
fuso mitético com longos
MTs (g-i); e fragmoplasto
bem definido(j-l).profasica,
com sinal forte e brilhante,
apresentando MTs longos e
finos concentrados e
paralelamente dispostos 1a
zona central da célula (d-f);
na metafase visualizou-se o
fuso mitético com longos
MTs (g-i); e fragmoplasto bem
definido(j-1).

Imediatamente apds stress
térmico, visualizaram-se nas
células  interfasicas  MTs
curtos, grossos, e
desorganizados, pouco
brilhantes (m-0), e as células
pré-profasicas exibiam MTs
de comprimento médio e
grossos, menos organizados
que o controlo (p-r).

15



As 7 RT, os MTs que constituiam
o arranjo cortical das células
interfasicas apresentavam-se mais
grossos que as 0 RT (s-u). Todas as
imagens tém igual ampliagdo,
barra=5 um.
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5. Discussao dos Resultados e Conclusao

No presente trabalho foram analisadas citologicamente a dindmica da cromatina e do citoesqueleto
microtubular em dpices radiculares de plantulas Secale cereale expostas a altas temperaturas
(stress térmico). Para o efeito foram analisadas células interfasicas e mitéticas do meristema
radicular, imediatamente apds o stress térmico (0 RT), e 7 e 24 RT. Foi utilizada a coloragao DAPI,
que permitiu a identificacdo de regides muito compactadas da cromatina, e a imunodeteccao
indirecta com anticorpo para a 5-metilcitosina. Foi ainda analisada a dinamica do citoesqueleto
microtubular através de imunodetecgdo indirecta com um anticorpo para a a-tubulina.

A andlise estatistica dos resultados permite afirmar que, relativamente a conformacgdo apresentada
pelos nucleos interfasicos e indice mitdtico apds stress térmico, as diferengas detectadas entre os
diferentes tempos de recuperacdo sao significativas. Analisando a evolu¢do das frequéncias obtidas
para os diferentes tempos de recuperacdo em relagdo ao controlo (Fig. 5), observou-se que a
frequéncia de células normais desceu drasticamente até atingir o valor minimo, as 7 RT, retornando
a valores préximos do controlo 24 horas apds o stress térmico. Inversamente, a frequéncia de
células com nucleos disformes atingiu o valor maximo as 7 RT, aproximando-se igualmente dos
valores do controlo em 24 h. A frequéncia de células com micronucleos também apresentou
alteragBes notdrias durante os periodos analisados. O indice mitdtico variou relativamente ao
controlo nos tempos de recuperag¢do, com o valor maximo a 7 RT, mantendo-se elevado a 24 RT.

Figura 5 — Evolugdo das frequéncias de células interfasicas com nucleos normais, micronucleos e nucleos disformes, indice
mitotico, e mitoses normais de Secale cereale provenientes de plantulas expostas a stress térmico, 2 dias apds a
germinagdo das sementes. Esta avaliagdo foi feita imediatamente apods stress térmico (0 RT), 7 e 24h apds stress (7 RT e
24 RT, respectivamente).
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60,00
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40,00 AN
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20,00 P
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O facto da frequéncia de células interfasicas com nucleos disformes ser pouco elevado
imediatamente apds o stress térmico evoluindo para frequéncias elevadas 7 horas depois, pode
significar que parte das células terd iniciado o processo de apoptose (Houben et a/.2007). Também,
as células metafasicas correspondentes a este periodo de recuperagdo apresentavam cromatina
com descontinuidades. Apds 24 horas de exposi¢do ao stress, a frequéncia de células com nucleos
normais era aproximadamente similar a observada no controlo, embora a cromatina destas células
apresente um nivel de agregacdo superior as 7 RT, reflectindo drasticas altera¢des na sua
organizacdo. Em animais, foi observado que a hipertermia conduz a inducdo de aberragGes
cromossémicas associadas a alteragGes na conformagdo da cromatina ocorrendo alteragées em
processos celulares, como inibigcdo da sintese proteica, RNA e DNA (lliakis e Pantelias, 1989).

Por outro lado, foram detectadas alteragdes nos padrées de distribuicdo da metilagdo do DNA ao
longo dos tempos de recuperacgdo. Estas altera¢cdes da modificacdo dos sinais de imunodeteccdo
apresentaram-se sob a forma de pontuado cada vez mais fino e menos intenso, além de terem sido
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detectados “agregados” de concentracdo dos sinais devido a sua distribuicdo heterogénea. Estes
resultados indicam uma diminuicdo geral do nivel de metilacdo do DNA, associada a existéncia de
regides com perda preferencial de residuos de citosina metilada. Dado o elevado grau de
condensagdo da cromatina as 0, 7 e 24 RT ndo foi possivel associar a marca¢do de 5-mC com
regides preferencialmente eu- ou heterocromaticas. Também em raizes de milho se demonstrou
através de andlises moleculares que a exposicdo a stress térmico de temperaturas baixas produz
hipometilagdo do DNA, ndo ocorrendo a recuperagao da metilagdo até 7 dias apds o stress (Steward
et al., 2002). Estudos recentes em organismos vegetais igualmente demonstraram que a sua
capacidade de conservar a memoria do stress é mediada por processos epigenéticos tais como
modificagdes pds-transcricionais nas caudas de histonas ou metilagdo do DNA (Chinnusamy e Zhu,
2009). Foi também confirmado que a hipometilagdo da cromatina induzida por stress esta
associada a altera¢Oes dos padrdes de expressao génica (Caperta et al. 2007; Chinnusamy and Zhu,
2009). Os resultados obtidos neste trabalho revelam a existéncia de um padrdo dindamico do
citoesqueleto microtubular apds a exposi¢do das plantas ao stress. As fases do ciclo celular mais
afectadas parecem ser a interfase e a pré-profase, sobretudo em 0 RT, onde os MTs se apresentam
mais curtos e grossos e aparentemente mais desorganizados. Estes resultados podem estar
relacionados com o aumento do indice mitotico as 7 e 24h e elevada frequéncia de mitoses
anormais pos stress, talvez resultante da dificuldade das células anteriormente afectadas no final
da interfase/inicio da profase progredirem correctamente na mitose. O stress induzido pela
colquicina em células vegetais revelou que a inexisténcia de um citoesqueleto microtubular
interfasico apropriado leva a acumulacdo de mitoses anormais (Caperta et al., 2006). A elevada
frequéncia de células interfasicas com nucleos disformes as 7 RT parece reflectir alteragdes na
dindmica do citoesqueleto microtubular as 0 RT. Em plantulas de Phragmites australis cultivadas in
vitro observa-se a disrup¢do do citoesqueleto microtubular acompanhada por alteragdo na forma
das células da raiz aquando de stress induzido pela presenca da toxina microscistina-LR (Mathe” et
al., 2009). Em ratinho também foram observados anomalias celulares morfolégicas resultantes da
disrupcdo completa do citoesqueleto; ainda as 24 RT o citoesqueleto microtubular apresentava
uma configuracdo e arranjo semelhante ao controlo (Bouchard et al., 2000), o que se pode
relacionar com a elevada frequéncia de células com nucleos normais observadas neste trabalho. A
partir deste estudo conclui-se que apds a exposicdo de apices radiculares de Secale cereale a um
stress de altas temperaturas, sdo alterados os padrdes de organizacdo da cromatina interfasica e de
distribuicdo da metilagdo do DNA, além de se modificar a dindmica do citoesqueleto microtubular.
Parece que a morfologia nuclear depende apenas da organizagdo microtubular, pois a
reorganizagdo total as 24 RT resulta na maioria dos nucleos ter morfologia semelhante a das células
de controlo, embora a organizacdo da cromatina se apresente com agregados indicadores de
apoptose e se detecte uma distribuicdo de 5-mC heterogénea. Uma maior compreensdo dos
resultados exigiria a utilizacdo de outras metodologias, como o TUNEL (Marcac¢do de Terminagdes
dUTP pela Deoxinucleotidil Transferase Terminal), para confirmar a fragmentagdo e ultra-
compactacdo do DNA. Seria interessante analisar outras respostas epigenéticas ao stress,
moleculares e citolégicas, como os padrdes de distribuicdo da fosforilacdo de residuos da histona
H3.
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