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Resumo

O arroz (Oryza sativa L.) constitui a principal fonte de alimento para mais de metade da
populagdo mundial. O frio tem um grande impacto no desenvolvimento da planta de arroz com
efeitos negativos ao nivel da produtividade e economia mundial. Os mecanismos epigenéticos
associados a alteraces estruturais da cromatina estdo envolvidos nos mecanismos de resposta das
plantas a stresses abi6ticos. O foco do presente trabalho consistiu na compreensédo da influéncia
de fatores epigenéticos, nomeadamente de modificacdes de histonas, na regulagdo transcricional
de um gene especifico (OsDREB1B) envolvido na resposta de arroz ao stress de frio. O estudo da
regulacdo epigenética deste gene envolveu a utilizacdo de plantas de arroz com mutages em
enzimas epigenéticas e drogas remodeladoras da cromatina.

Neste trabalho mostramos que o gene OSDREB1B é induzido pelo stress de frio (4 °C) em
todas os genotipos de arroz analisados, no entanto, a inducdo do gene em resposta ao stress de
frio é maior em Nipponbare que em Dongjin. Nos gendtipos que apresentam epimutaces,
nomeadamente o knockout de osdrm2 (DMT706) e de oshac704 (HAC704), o gene OsDREB1B
€ mais expresso que no respetivo genotipo selvagem (Dongjin), sendo que a inducao da expressao
em resposta ao frio foi maior em DMT706 do que em HAC704. A anélise do padrdo de marcas
histonicas ao longo do promotor de OsDREB1B, através da imunoprecipitacdo da cromatina
(ChIP) com anticorpos especificos, revelou que, em resposta ao frio (4°C), Dongjin apresenta uma
menor predominancia da marca H3K9ac na regido de -519 a -355 pares de bases (antes do ATG),
enquanto que Nipponbare possui maior presenca de H4K5ac na regido de -280 a -121 pares de
bases, sugerindo que a regulagdo epigenética de OsDREBLB seja influenciada pelo gendtipo. No
caso dos epi-mutantes (HAC704 e DMT706) registou-se um empobrecimento das marcas
histonicas testadas sugerindo que a inducdo da expressdo do OsDREB1B em reposta ao stress
provocado pelo frio ndo depende necessariamente da presenca de OSDRM2 nem de OsHAC704.

Uma visdo integrada da paisagem epigenética e do transcriptoma, perspetiva uma melhor
compreensdo dos mecanismos envolvidos na resposta da planta a condigdes ambientais adversas,

abrindo novas linhas de trabalho no sentido de obter plantas mais tolerantes a fatores de stress.

KEY WORDS: Arroz (Oryza sativa), cromatina, epigenética, codigo histdnico, stress de frio,
epimutacdes, imunoprecipitacdo da cromatina
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Summary

Rice (Oryza sativa L.) constitutes the main source of food for more than half of the world’s
population. Cold stress has a big impact on rice development, and side effects on worldwide
production and economy. The epigenetic mechanisms associated with chromatin structural
alterations are involved in plant abiotic stress responses. The present work’s aim consisted on
understanding the influence of epigenetic factors, namely histone modifications on the
transcriptional regulation of a specific gene (OsDREB1B) involved in rice’s cold stress response.
The study of the epigenetic regulation of this gene involved utilization of rice plants with
mutations on epigenetic enzymes and chromatin remodeling drugs.

In this work we show that the gene OsDREBIB is induced by cold stress (4 °C) in all the
analysed genpotypes, however, the gene over-expression in cold stress is higher in Nipponbare
than in Dongjin. With the presence of epimutations, namely osdrm2 (DMT706) and oshac704
(HACT704) the gene OsDREB1B is more expressed than in Dongjin (wt), being its induction of
expression in response to cold stress higher in DMT706 than in HAC704. The analysis of the
histone mark pattern along OsDREBIB’s promoter through chromatin immunoprecipitation
(ChlP) with specific antibodies, revealed that Dongjin presented a higher predominance of
H3K9ac within -519 to -355 bp relative to ATG in control conditions (28 °C) whilst Nipponbare
showed higher presence of H4K5ac within -280 to -121 bp under cold stress (4 °C) suggesting
that the epigenetic regulation of OsDREBI1B is influenced by genotype. Mutant-wise (HAC704
and DMT706) a lessening of both marks’ presence was registered, suggesting that the expression
of OsDREBI1B in cold stress doesn’t necessarily depend on the presence of OSDRM2 nor
OsHAC704.

An integrated vision of the epigenetic landscape with the expression of genes leads to a
better perspective and understanding of the epigenetic mechanisms involved in plants adverse
environment responses opening new lines of work in the sense of attaining plants that are tolerant

to stress factors.

KEY WORDS: Rice (Oryza sativa), chromatin, epigenetics, histone code, cold stress, histone

code, epimutations, chromatin immunoprecipitation
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I - Introducéo

1. Porqué estudar o arroz?

O arroz (Oryza sativa L.) é uma das plantas de cultivo com maior importancia na historia
da humanidade, tendo sido alvo de domesticacdo ao longo de séculos [Callaway et al., 2014].
Atualmente é o segundo cereal mais cultivado do mundo, a seguir ao milho, sendo do ponto de
vista cultural, econdmico e nutricional uma cultura particularmente importante a nivel mundial
[Khush et al., 1997, Bouman et al., 2007]. O arroz representa a principal fonte de alimento para
mais de metade da populacdo mundial [Bouman et al., 2007]. A producdo de arroz em todo o
mundo representa, em 2002, mais de 520 milhdes de toneladas por ano, produzidos em 146
milhGes de hectares, com um rendimento de cerca de 3,5 toneladas por hectare [Fairhurst e
Dobermann, 2002]. Dado o aumento crescente da populagdo mundial, torna-se imperativo
aumentar a producdo de arroz e no sentido de responder as necessidades alimentares estima-se
que em 2035 seja possivel alcangar uma producdo global de arroz de aproximadamente 550
milhGes de toneladas, o0 que corresponde a um aumento de consumo africano de arroz na ordem
dos 130% relativamente a 2010 [Seck et al., 2012]. De entre os paises da comunidade europeia,
Portugal apresenta 0 maior consumo per capita de arroz, aproximadamente 16 kg/capita/ano
[FAOSTAT, Portugal 2011] mas apesar disso a producdo de arroz em Portugal corresponde
apenas a aproximadamente 60% do valor consumido [FAOSTAT, Portugal 2011] e este facto
deve-se principalmente & extrema sensibilidade do arroz a condi¢cGes ambientais adversas, por
exemplo, o frio. De uma forma geral, as alteracbes climéticas globais como o aumento da
temperatura, salinidade dos solos e de um modo geral ondas imprevisiveis de registos climaticos,
contribuem para um aumento da exposicéo das plantas a condi¢des de stress com consequéncias
diretas ao nivel da produtividade do arroz [Mittler et al. 2010].

O arroz é uma planta modelo para estudos de genémica funcional em monocotiledéneas
nomeadamente para cereais na medida em que o genoma de arroz apresenta uma elevada sintenia
com outros cereais i.e. a ordem dos genes no cromossoma € muito semelhante a encontrada em
outros cereais como o trigo e o milho [Moore et al. 1995]. O genoma de arroz é relativamente
pequeno (389MB) e esta completamente sequenciado (International Rice Genome Sequencing
Project, 2005). Adicionalmente, ha uma colecdo consideravel de mutantes que permitem a

realizagdo de estudos funcionais ao nivel da regulagdo génica [Krishnan et al. 2009].
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2. O impacto do frio na produtividade de arroz

A nivel mundial, sdo varios os exemplos do efeito do frio ao nivel da produtividade de
arroz. Na Austréalia, os cultivadores de arroz sofreram perdas de entre 0.5 a 2.5 t/ha em 75% dos
anos registados, em consequéncia das baixas temperaturas durante o estagio reprodutivo [Singh
et al., 2005] o que resultou numa perda de 23.2 milhdes de dolares por ano [Farrel et al., 2001,
Cruz et al., 2013]. No norte do Japao, nomeadamente na regido de Tohoku que é uma das mais
frias regibes em que se produz arroz, registaram-se reducGes severas de produtividade, por
exemplo, em 1993 a média de rendimento de arroz em Tohoku foi 44% menor que 0 normal,
resultando numa perda de 0.65 milhdes de toneladas de cereal com uma reducéo de 80% em
determinadas regides [Shimono et al., 2007]. Na Coreia, a producéo de arroz também ¢é afetada
pela exposicao a baixas temperaturas em qualquer fase de desenvolvimento, desde a germinacgao
até a maturacdo tendo sido registadas perdas de rendimento na ordem dos 26% em areas de cultivo
sujeitas a stress de frio durante a fase reprodutiva [Lee, 2001]. No Brasil, 0 maior produtor de
arroz fora da Asia, as culturas de arroz também séo afetadas pela exposicao a baixas temperaturas
podendo registar-se uma perda de rendimento final até 25% [Bierlen et al., 1997; Clayton e Neves
2011; Lima et al., 2012]. No caso particular de Portugal, a produtividade de arroz também é
particularmente afetada pela exposicdo ao frio o que impede a sua cultura a norte do Mondego.
Por exemplo, em 2011, a produgdo de arroz em Portugal atingiu 122.000 toneladas o que
representa apenas cerca de 60% das necessidades do pais [FAOSTAT, Portugal 2011].

Dada a particular sensibilidade do arroz ao stress de frio tem-se procurado obter
variedades de arroz que apresentem algum grau de toleréncia a baixas temperaturas [Sasaki et al.,
1997]. Existem dois grupos maioritariamente referidos de variedades, japonica e indica [Kato et
al., 1928], sendo japonica o grupo que apresenta mais variedades tolerantes ao frio [Glaszmann
et al., 1990; Mackill e Lei, 1997]. Foram ja identificadas varias linhas com diferentes graus de
tolerancia ao frio, tais como as variedades japonica Odae, Dongjin, Stejaree [Kim et al., 2009] e
Nipponbare [Jiang et al., 2008]. As temperaturas baixas na ordem dos 0 aos 15 °C tém um impacto
acentuado em fases sensiveis do desenvolvimento como a germinag&o e a fase reprodutiva [Zhang
etal., 2013, Kimet al., 2011]. O frio esta associado a degeneracédo da panicula, anormalidades na
formacdo do gréo, nomeadamente a maturacao irregular do grdo com um consequente atraso na
producdo e reducdo da fertilidade e qualidade [Suh et al., 2010]. Segundo Heenan (1984), em
variedades sensiveis ao frio apenas 30% das paniculas permanecem férteis apos 4 dias de
exposicao a 12 °C, estando correlacionada a influéncia deste stress no nimero de grdos e
esterilidade do polen durante a antese [Nishiyama, 1984; Satake e Hiroshi, 1970]. Outros efeitos
do frio manifestam-se ao nivel do desenvolvimento da planta verificando-se um atraso na
germinacdo, induzindo também uma diminui¢cdo do tamanho das plantas e da sua capacidade

fotossintética em grande parte associada & despigmentacéo foliar (clorose) [Yoshida et al., 1996].
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Adicionalmente, as temperaturas baixas e/ou congelantes estdo associadas a stress osmético
[Chinnusamy et al., 2004] e potencialmente a necroses ou mesmo a morte da planta. Em contraste,
as variedades tolerantes a baixas temperaturas sdo, obviamente, capazes de crescer nessas
condi¢des, embora possam também apresentar alguns dos sintomas mencionados [Sanghera et
al., 2011].

3. Mecanismos de resposta da planta ao frio

A resposta ao frio € muito complexa envolvendo vérias vias metabdlicas, compartimentos
celulares e mecanismos de regulacdo genética [Hannah et al., 2005]. Geralmente, plantas de
origem tropical, ou subtropical, exibem graus variaveis de tolerancia ao frio, podendo aumentar
esta tolerancia quando exposta a baixas temperaturas. Este processo denomina-se aclimatacao
[Tomashow et al., 1999]. Neste contexto, a adaptagdo ao stress de frio durante a aclimatacéo
envolve uma reprogramacgdo da expressao genética e modificacBes ao nivel do metabolismo
[Chinnusamy et al., 2010].

i. AlteracOes induzidas por stress osmotico

Os sensores diretos de baixas temperaturas sdo ainda desconhecidos mas é sabido que as
plantas podem sentir variagfes de temperatura através da alteracdo fisica das propriedades
membranares ou mais concretamente da reducdo da fluidez membranar durante o stress de frio
[Orvar et al., 2000] o que pode induzir a expressdo de genes de resposta ao frio nomeadamente
dos genes COR (cold-regulated genes) [Orvar et al., 2000; Sangwan et al., 2001]. Imediatamente
apds a exposicdo a um stress de frio ocorre um aumento de Ca?* citosélico, induzido pela reducédo
na fluidez membranar e cujo aumento transiente regula a expresséo de genes COR [Knight et al.,
1991]. O sinal nuclear do Ca?* pode ser descodificado por varias vias tais como CaM (calmodulin)
e CMLs (CaM-like), CDPKs e/ou CCaMK (Ca®*- and Ca®*/CaM-dependent protein kinases),
CAMTA (CaM-ligant transcriptional activator), CBLs (calcineurin B-like proteins) e CIPKs
(CBL-interacting protein kinases). Adicionalmente, o aumento de Ca?* citosélico pode também
implicar um aumento da sua concentracdo ao nivel do nucleo via complexos porosos [Mauger et

al., 2012] originando potenciais intera¢cbes com reguladores genéticos, incluindo de genes COR.
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ii. Genes envolvidos na resposta da planta ao frio

A relevancia dos genes COR na resposta ao frio tem sido extensivamente referida
[Dubouzet et al., 2003; Chinnusamy et al., 2003; Jaglo-Ottosen et al., 1998; Hundermarkt et al.,
2008; Tomashow et al., 1998; Kiyosue et al., 1994; Kovacs et al., 2008]. Em Arabidopsis, por
exemplo, os genes COR78/RD29A, COR47, COR15A e CORG6.6 codificam desidrinas, também
conhecidas como proteinas LEA do grupo 2 (LEA I1) [Ingram et al., 1996] induzidos pelo stress
de frio [Tomashow et al., 1998]. Pensa-se que as proteinas LEA sdo importantes para a
estabilizacdo membranar e prevencdo da agregacdo proteica [Hundermarkt et al., 2008]. As
Desidrinas ERD10 (early response to dehydration10) e ERD14 funcionam como “chaperones”
interagindo com vesiculas fosfolipidicas através de forcas eletrostaticas [Kiyosue et al., 1994;
Kovacs et al., 2008]. Outras proteinas, como a HSP (heat shock protein), tém a sua expressdo
também induzida pelo frio [Timperio et al., 2008]. A HSP tem como fungéo proteger a membrana
celular, renaturar e desagregar proteinas [Timperio et al., 2008; Renaut et al., 2006].

Em arroz a sobre-expressdao de TPP1 (trehalose-6-phosphate phosphatase 1) melhora a
tolerancia da planta ao frio [Ge et al., 2008]. A trealose é um dissacarido ndo redutivel que atua
como um metabolito de protegdo de stress e a sua acumulagdo tem sido associada a uma melhor
tolerancia da planta ao frio e a outros stresses abi6ticos [Jang et al., 2003]. O frio, emarroz, induz,
através da fosforilagdo mediada por CDPKs (estimulada por Ca?* - Figura 1) [Martin e Busconi
2001; Chinnusamy et al., 2007] a expressao dos genes OsICEL e OsICE2 [Nakamura et al., 2011]
que por sua vez induzem sequencialmente os genes OsDREB1B [Dubouzet et al., 2003; Gutha e
Reddy, 2008], OsHsfA3 [Liu et al., 2010] e OsTSPP (sintese de trealose) [Pramanik e Imai, 2005]
que sdo fatores de transcricdo de genes de resposta a stress e que consequentemente regulam os
COR (ou genes regulados pelo frio) [Nakamura et al., 2011].

O gene DREBI1B foi inicialmente identificado em Arabidopsis, mas é atualmente
reconhecido como estando presente em muitas outras espécies tais como o arroz [Dubouzet et al.,
2003], milho [Qin et al., 2004], videira [Xiao et al., 2006] e algoddo [Shan et al., 2007]
demonstrando assim a sua relevancia biolégica. A expressao de DREB1B como parte da resposta
a variados stresses abioticos nomeadamente osmoético [Gutha et al., 2008], seca [Figueiredo et
al., 2012], frio (ou temperatura) [Qin et al., 2007; Gutha et al., 2008] e contacto [Gilmour et al.,
1998; Figueiredo et al., 2012] tem sido extensivamente estudada tendo-se detetado elevados
niveis de sobre-expressdo deste gene. Em arroz, o DREB1B (LOC_0s09g35010, Oryza sativa)
tem sido extensivamente referido como tendo um papel particularmente relevante na resposta ao
stress de frio. Este gene pertence & sub-familia Drought/Dehydration Responsive Element Binding
1 ou C-REPEAT BINDING FACTOR (DREB1/CBF). Estas proteinas ligam-se a elementos de
resposta a secura (DREBS) especialmente DREB1A, DREB1B, DREB2A e DREB2B, e séo 0s
fatores de transcricdo mais relevantes na regulacdo da expressdo de genes em resposta ao frio,

salinidade, desidratacdo e toque/contacto [Stockinger et al., 1997; Liu et al., 1998; Dubouzet et
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al., 2003]. Estas proteinas ligam-se especificamente a elementos cis DRE/CRT, AIGCCGAC e
ativam a transcricdo de genes de resposta a stress (incluindo COR) [Baker et al., 1994;
Yamaguchi-Shinozaki et al., 1994; Maruyama et al., 2004]. Em linhas transgénicas de arroz, a
sobre-expressdo do gene OsDREBL1 resulta numa maior tolerancia a temperaturas congelantes, a
secura e ainda a elevada salinidade [lto et al., 2006].
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Figura 1 — Redes genética e metabdlicas envolvidas na resposta ao stress de frio em plantas. Adaptada de
[Chinnusamy et al., 2007].
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4. Regulacdo da expressdo de genes de resposta ao frio

Tém sido identificados varios fatores responsaveis pela regulacio da expressdo dos genes
DREB1/CBF. Em Arabidopsis foram identificados varios fatores de transcricdo com papel
regulador da expressao dos genes DREB1/CBF como é o caso do ICE1 [Chinnusamy et al., 2003],
CAMTAS [Doherty et al., 2009], MYB15 [Agarwal et al., 2006], PIF7 [Kidokoro et al., 2009] e
CCAl e LHY [Dong et al., 2011]. Em arroz, foram identificados varios fatores de transcricao,
nomeadamente Zn-Finger, como reguladores da expressdo do gene OsDREB1B [Figueiredo et
al., 2012]. Adicionalmente, outros fatores, tais como a exportacdo de MRNA e translacao proteica,
foram também descritos como tendo um papel na modulagéo dos niveis de DREB1/CBF [Gong
et al., 2005; Guo et al., 2002].

i. Regulacdo pos-transcricional

Os mecanismos pés-transcricionais baseados em splicing alternativo, processamento de
pré-mRNA, estabilidade e silenciamento de RNA, e exportacdo do nucleo tém um papel muito
importante na aclimatacao e tolerancia ao frio. O processamento e exportacao de pré-mRNA sao
processos muito importantes na regulacdo da expressao genética [Han et al., 2011]. As plantas
regulam a exportacéo, dependente de stress, de mMRNA do nucleo e da traducéo seletiva de genes
associados a stress, aumentando a estabilidade dos transcritos [Ambrosone et al., 2012]. A
sequenciacdo de cDNAs de arroz demonstrou que 21% dos genes expressos sofrem splicing
alternativo [Wang et al., 2006]. Apesar de a maioria dos splices alternativos ndo estar ainda
caracterizada, foi demonstrado o papel de varios genes codificantes de cinases proteicas, fatores
de transcricédo e reguladores de splicing na otimizagdo de respostas a stresses abioticos [Zhou et
al., 2008].

ii. Regulacao pos-translacional

Em arroz existem duas proteinas, OsICE1 e OsICE2, funcionalmente conservadas em
plantas superiores, que reconhecem dominios MYC, e que tém como funcéo regular a expressao
dos genes OsDREB1B, OsHsfA3 e OsTSPP1 e de outros genes especificos envolvidos na
regulacéo da resposta ao stress de frio (CORs) [Nakamura et al., 2011; Toledo-Ortiz et al., 2003;
Zarka et al., 2003; Zhu et al., 2007]. Estes intervenientes na regulacdo da resposta ao frio sdo
expressos sob stress de frio ou de salinidade [Chinnusamy et al., 2003; Nakamura et al., 2011].
Ainda ndo se sabe como é regulada a expressdo e manutencdo destas proteinas em arroz, no
entanto foi ja demonstrada a variacdo da sua atividade de acordo com diferentes modificacdes

pos-translacionais [Nakamura et al., 2011]. Segundo Lourenco et al., (2013), em arroz, ICE1
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demonstrou ter degradacdo dependente da ubiquitinacdo por parte de OsHOS1 (E3-ubiquitin
ligase), a par do que foi demonstrado em Arabidopsis thaliana [Dong et al., 2006; Miura e
Hasegawa, 2010]. Em Arabidopsis, a degradacdo de ICE1 pela SUMOilagéo dependente de SIZ1
foi também correlacionada com a resposta ao stress de frio [Miura et al., 2007]. Os homdlogos
de SIZ1 em arroz, OsSIZ1 e OsSlIZ2, também sdo passiveis de SUMOilar, mas o seu
envolvimento na regulagdo das OsICE1-2 ainda ndo estd estabelecido [Park et al., 2010]. A
fosforilagdo de AtICEL em regiGes ricas em serinas também esta envolvida na sinalizagdo do
stress de frio [Chinnusamy et al., 2003]. Muito embora ainda ndo estejam caracterizados 0s
intervenientes diretos nesta fosforilagdo, existem varias linhas de investigacdo que ja
demonstraram a variacdo da expressdo e atividade enzimatica de cinases proteicas dependentes
de Ca?* em arroz, tais como as OsCDPKs [Wan et al., 2007] e OsSAPK [Kobayashi et al., 2005].
E portanto razoavel assumir o envolvimento destas cinases na fosforilagio das proteinas OsICE
[Chinnusamy et al., 2003] levando a indugédo de genes “downstream” induzidos por frio, através
da ubiquitinagdo ou SUMOQilacéo destas proteinas [Dong et al., 2006; Miura e Hasegawa, 2010;
Miura et al., 2007].

iii. Regulacéo via influéncia dos plastideos/organelos

Tal como no caso das membranas, os cloroplastos tém também um papel na percecéo da
temperatura ambiente por parte das plantas [Huner et al., 1998; Ivanov et al., 2012]. As baixas
temperaturas geram um desequilibrio entre a capacidade de aproveitar a energia luminosa
incidente e a capacidade de a transformar em metabolitos redutores, causando uma pressdo de
excitacao excessiva no Fotossistema Il (PSII). Este processo, denominado de fotoinibigéo, pode
levar a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) que por sua vez podem levar a
degradacdo do aparato fotossintético, danificando células inteiras e atuando presumivelmente
como um mensageiro secundario [Scheller et al., 2005; Tyystjarvi et al., 2013]. Uma vez que a
fixacdo fotossintética de CO, é muito limitada a baixas temperaturas, a fotoinibicdo ocorre
também sob condi¢des de pouca luminosidade [Takahashi e Murata, 2008]. A tolerancia a baixas
temperaturas induzida pela fotoinibigdo e regulada pela fixagdo de CO>, pode portanto ser um dos
mecanismos envolvidos na aclimatacdo ao frio. A sobre-reducdo do PSII pode também atuar
como um dos sinais de inducdo de expressdo de CORs, pois muitos destes genes também atuam
sob condicGes de elevada luminosidade [Ndong et al., 2001]. Variedades tolerantes ao frio, como
0 espinafre, trigo invernal, centeio ou fava, conseguem manter altas velocidades de assimilacdo
de CO,, por alterarem o contetido de RubisCO e a eficiéncia de azoto, dependendo da temperatura
ambiente enquanto plantas sensiveis ao frio como é o caso do arroz, pepino ou tabaco ndo
conseguem levar a cabo essa estratégia [Yamori et al., 2010]. A intensidade luminosa e a

temperatura ambiente podem estar integradas na alteracdo do consumo de eletrdes de transdugéo

29



de sinal nos cloroplastos, e na iniciacdo do sinal do percurso metabdlico transdutor [Ivanov et al.,
2012] explicando a coordenacdo de expressdao genética, entre plastideos e ndcleo, necessaria a
adaptacdo adequada a temperatura ambiente.

Nas mitocondrias de plantas ocorre um efeito analogo a fotoinibicdo associada aos
cloroplastos, gerando-se também um excesso de espécies reativas de oxigénio (ROS) devido a
reducdo de ATP e a mudancas no fluxo de Ca?*. As espécies reativas de oxigénio atuam
indiretamente como sinais entre plastideos e nucleo desempenhando um papel importante em
mecanismos de morte celular programada [Foyer et al., 1997; Yang et al., 1997; Jabs, 1999; Jones
2000]. Neste contexto, quando ocorre um consumo subito de energia ou uma falha energética em
resultado de condig¢Ges termodinamicamente desfavoraveis como por exemplo a exposi¢do a
baixas temperaturas pode ser induzida uma morte celular programada que muitas vezes esta

associada a clorose [Bergman et al., 2000; Tiwari et al., 2002; Green e Reed, 1998].

5. Regulagédo Epigenética: mecanismos e funcdes

A palavra epigenética deriva do grego "epi" que significa "em cima" e genética que
significa "envolvendo genes" [Jablonka e Lamb, 2002]. O termo foi introduzido pela primeira vez
por Conrad Waddington [Waddington, 1942] no contexto da biologia do desenvolvimento, tendo
sido nessa altura utilizada uma metafora visual para descrever uma “paisagem epigenética”
(Figura 2) [Goldberg et al., 2007]. Mais recentemente, Allis et al., (2007) introduziu uma
definicdo molecular de epigenética referindo-se ao estudo de alteracGes ao nivel da transcricdo de
genes associadas a estrutura da cromatina, ndo sendo portanto atribuidas a alteracfes na sequéncia
do DNA. O termo epimutacéo refere-se a uma alteracdo de atividade genética transmitida entre
geracOes devido a modificagdo quimicas ao nivel do DNA e ndo a ocorréncia de mutagdes na
sequéncia do DNA [Holliday et al., 1987], por outras palavras envolve uma transmissdo meidtica
e/ou mitética, de marcas epigenéticas, em vez de transmissdao de variantes de DNA [Oey e
Whitelaw, 2014].

A regulacdo epigenética refere-se a modulagdo da atividade de genes através de
modificacdes quimicas do DNA e das histonas associadas ao DNA relacionando-se com a
estrutura tridimensional da cromatina. Os mecanismos de regulacdo epigenética sdo fulcrais na
regulacdo da expressdo de genes e terdo muito provavelmente surgido como mecanismos de
defesa do genoma perante potenciais DNAs “parasitas”, transposdes e virus [Groudine et al.,
1981; Miura et al., 2001]. A interagdo entre 0s mecanismos epigenéticos entre si, metilacdo do
DNA, modificactes de histonas, organizagdo 3D da cromatina e pequenos RNAs, assim como 0

seu impacto na regulacdo da expressdo de genes ndo é ainda bem compreendida.
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Figura 2 — Paisagem epigenética descrita por Waddington (1942). Imagem adaptada de Waddington et al.,
(1957).

i. Flexibilidade da estrutura da cromatina

Em eucariotas, a informacédo genética é codificada pelo DNA, cujo comprimento pode ser
de varios metros. O “empacotamento” do DNA num espago restrito como o nucleo tridimensional
exige um elevado nivel de compactacgdo e de organizacdo do DNA associado as histonas que no
seu conjunto constitui a estrutura da cromatina. O nucleossoma é a unidade fundamental da
cromatina e é composto por um octamero de histonas nucleares (proteinas) e o respetivo DNA
gendmico que se lhe liga com duas voltas completas. Adicionalmente, o DNA linker permite a
ligacéo entre nucleossomas adjacentes [Kornberg et al., 1974; Kornberg et al., 1981; Kornberg e
Klug, 1981; Zhou et al., 2013]. Todas as histonas apresentam um C-terminal interno, e um N-
terminal acessivel, e interagem com o DNA através de pontes de hidrogénio e pontes salinas.
Estas ligagdes fracas permitem que a interacdo octdmero-DNA seja maledvel, e portanto os
centros nucleossomais podem reposicionar-se, ou haver mesmo separagdo entre os dois
facilitando a atividade transcricional [Clarke et al., 1993].

Na cromatina, os nucleossomas funcionam como reguladores da expressao genética, quer
seja através do recrutamento ou competicdo com fatores de transcricdo, quer pela mudanca
conformacional e estrutural da cromatina [Nicodemi e Pombo, 2014] e/ou de acessibilidade da
dupla cadeia de DNA gendmico [Belmont et al., 2014; Li et al., 2007]. Quando a cromatina se
encontra descompactada denomina-se de eucromatina, sendo este um estado permissivo de
transcricdo ativa em que os nucleossomas se encontram presumivelmente mais afastados uns dos
outros; por outro lado, quando a cromatina se encontra compactada, ¢ denominada de
heterocromatina, estando 0s nucleossomas mais préximos uns dos outros, impedindo a transcricao
de uma forma geral (Figura 3). Os nucleossomas atuam também como complexos protetores da
cromatina, induzindo a sua compactacéo ou descompactacao face a determinados estimulos, tais
como stresses bidticos ou abioticos que possam afetar o DNA gendmico e tem ainda um papel

importante na regulacéo do ciclo circadiano, ciclo celular e do stress hidrodindmico da cromatina
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[Kim et al., 2015; Hayashi-Takanaka et al., 2009; Fuchs et al., 2006; Sahar e Sassone-Corsi,
2013; Bruinsma et al., 2014, Jarillo et al., 2009].

REGIAO HETEROCROMATICA SiEa"

CROMOSSOMA

NUCLEOSSOMA
(OCTAMERO + DNA)

Figura 3 — Organizagao estrutural da cromatina. Estdo representados diferentes niveis de compactacgéo da
cromatina [adaptada de Konsta et al., (2014)].

ii. Modificagdes de histonas

As histonas sdo proteinas basicas com um dominio globular C-terminal e uma cauda N-
flexivel. E no N-terminal das cadeias peptidicas histonicas que ocorrem modificacdes pos-
traducdo (PTMSs) ao nivel de residuos especificos tais como acetilacdo, metilacdo, fosforilacdo ou
ubiquitinacdo [Li et al., 2007]. Estas modificagOes estdo associadas a diferentes estados de
compactacdo/descompactacdo da cromatina, permitindo respostas mais direcionadas, dependendo
do conjunto de modificacBes [Jarillo et al., 2009; Roy et al., 2014; Jasencakova et al., 2000;
Kouzarides et al., 2007; Li et al., 2007]. As alteracfes na estrutura de nucleossomas através de
combinagdes de variantes histonicas e de modificagbes covalentes do N-terminal destas proteinas,
por acetilagdo, metilacdo, fosforilagdo, ubiquitinacdo, biotinilacdo, SUMOilagdo, ou
glutationilagdo, constituem no seu conjunto um codigo histonico [Bannister e Kouzarides., 2011;
Jayani et al., 2010; Jenuwein e Allis, 2001; Strahl e Allis, 2000; Winter e Fischle, 2010; Zhou,
2009; Hartl e Finkemeier, 2012]. O “codigo de histonas” foi originalmente proposto por Jenuwein

e Allis (2001) e refere-se as diferentes combinacdes especificas de variantes de histonas e de
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PTMs que desempenham um papel chave na modulacdo da organizacdo da cromatina e
consequentemente na regulacdo da expressdo de genes [Strahl e Allis, 2000; Jenuwein e Allis,
2001; Berger et al., 2007; Kim et al., 2010] influenciando por exemplo, a acessibilidade ou a
ligagéo de fatores de transcri¢do ou atuando como sinais moleculares que facilitam o recrutamento
de complexos remodeladores da cromatina [Clarke et al., 1993; Lennartsson et al., 2009; Zucchi
et al., 2012; Fuchs et al., 2006; Liu et al., 2012; Chua et al., 2001; Cosgrove et al., 2006; Mellor
et al., 2006; Jung et al., 2014; Bruinsma et al., 2014; Santos et al., 2011].

As modificagdes pos-traducionais sdéo mediadas por enzimas epigenéticas que regulam o
cddigo histonico e consequentemente alteram o estado de compactacao da cromatina, de forma a
favorecer, ou ndo, a interacdo da dupla cadeia de DNA com o0s agentes de mecanismos de
transcricdo genética. Tém sido caracterizadas varias enzimas envolvidas na modificagdo de
histonas. As acetiltransferases de histonas (HATS) tém uma especificidade relativamente baixa,
uma vez que cada enzima pode modificar varios residuos de lisina diferentes, embora algumas
possam estar especificamente limitadas a determinados residuos [Kouzarides et al., 2007]. Em
contraste, as metiltransferases (HMTSs) apresentam elevada especificidade podendo ocorrer uma
Unica modificacdo de lisina ao nivel de uma uUnica histona [Bannister e Kouzarides, 2005]. As
acetiltransferases, desacetilases (HDACs), metiltransferases (HMTs) e desmetilases (HDMS) de
histonas foram isoladas ou identificadas em varias plantas incluindo Arabidopsis thaliana, tomate
(Solanum lycopersicum), arroz (Oryza sativa), cevada (Hordeum vulgare), videira (Vitis vinifera),
couve (Brassica oleracea) e Brachypodium distachyon mas ainda assim, o significado funcional
desses modificadores ndo € claramente compreendido [Zhao et al., 2014; Liu et al., 2012;
Braszewska-Zalewska et al., 2013; Aquea et al., 2010; Papaefthimiou e Tsaftaris, 2012].

A acetilagdo dos residuos de lisina estd associada a um aumento do potencial
eletroquimico das histonas enfraquecendo a forca de ligacéo entre histonas e DNA tornando assim
a cromatina mais “relaxada” e por isso facilitadora da atividade transcricional. A diminuigdo da
forca de interacdo entre o centro nucleossomal e 0 DNA faz com que esta modificacdo esteja
geralmente associada a um aumento da expressdo genética. A glutationilacdo histonica em
residuos de cisteina por outro lado é uma marca pos-translacional histénica que atua como sinal
redox entre mitocondrias e nucleo celular [Hartl e Finkemeier, 2012]. As espécies reativas de
oxigénio estdo continuamente a ser criadas como produto secundario da respiragao, e atuam como
base para o estado energético celular, assim como na identificacdo de stresses que possam atuar
sobre o0 estado redox mitocondrial. As espécies reativas de oxigénio, a glutationa, a glutationilagdo
histonica e a sua transmissibilidade mitocondria-nicleo atuam como ponte para o reconhecimento
necessario & inducdo da alteracdo de estado da cromatina, como resposta a eventuais estimulos
[Hartl e Finkemeier, 2012]. A acetilacéo da lisina 5, a mais proxima do N-terminal, da histona 4
(H4Kb5ac), é normalmente tida como uma referéncia pois existe em genes importantes na

definicéo da especificidade celular impedindo a compactagéo destas regides da cromatina durante
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a mitose e assegurando uma transcri¢do rapida [Zhao et al., 2011]. De uma forma geral, a
acetilacdo de histonas tem efeitos regulatérios em varios processos metab6licos e de
desenvolvimento [Close et al., 2010; Xing e Poirier, 2012]. A acetilacdo de lisinas esta por
exemplo envolvida na homeostase energética e na regulagdo do fluxo carbdnico, existindo uma
elevada correlagdo com estados de cromatina permissivos. A titulo de exemplo, as marcas H4K5
e H4K12 sdo passiveis de ser transmitidas durante a mitose e estdo envolvidas no recrutamento
de um bromodominio (BRD4) que leva a uma descompactacao da cromatina, que por sua vez esta
associada a ativacgdo transcricional [Zhao et al., 2011]. Em animais, a marca H4K5ac tem sido
relacionada com a expressdo de genes expressos durante a aprendizagem em ratos [Park et al.,
2013]. Em Arabidopsis, a marca H4K5ac apresenta maior predominancia entre o meristema e a
regido de elongagdo (interface de diferenciagdo) e, ao nivel da regido de elongagao apresentou-se
maioritariamente presente em tecidos vasculares sugerindo a relacdo da H4Kb5ac com a
diferenciagdo celular [Braszewska-Zalewska et al., 2013]. Por outro lado existem residuos que
podem ser acetilados ou metilados, tal como a marca H3K9 (lisina 9 da histona 3). A acetilacdo
da H3K9 é uma modificagcdo bastante importante, estando essencialmente relacionada com
promotores de genes ativos [Kurdistani et al., 2004; Liu et al., 2005]. A H3K9ac também
apresenta elevada correlagdo com a H3K14ac e com a H3K4me3 (lisina trimetilada), sendo estas
marcas particularmente associadas a promotores de genes ativos em ratos [Karmodiya et al.,
2012]. Apesar da sua versdo monometilada (H3K9mel) estar enriquecida no sitio do inicio de
transcrigdo de genes ativos, este residuo tem ainda versdes di e trimetiladas encontradas em genes
silenciados [Barski et al., 2007]. De uma forma geral, a metilagdo de H3K9 é tida como uma

marca heterocromética associada a cromatina transcricionalmente inativa.
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iii. Metilacdo do DNA

A metilacdo de DNA foi primeiramente teorizada por Hotchkiss (1948) com a descoberta
da 5-metilcitosina (5mC) e consiste na ligacdo de um grupo metilo (-CHs) ao carbono 5 do anel
de citosina (5mC). A 5mC é uma marca epigenética presente em animais, plantas e fungos sendo
encontrada maioritariamente em contexto simétrico CpG e CpHpG. No caso particular das
plantas, a metilacdo do DNA pode ocorrer também em contexto assimétrico CHH em que H = A,
C, ou T. Parte da atribuicdo de grupos metilo a citosinas depende de enzimas que os transferem
da S-adenil metionina (SAM) para o quinto carbono destas, formando a 5mC. A metilacdo de
SAM pode ser mediada por ATP ou por MAT1A, dependendo esta ultima do equilibrio redox da
glutationa (GSH/GSSG) [Garcia-Gimenes e Pallardd, 2014; Niedzwiecki et al., 2013]. A
glutationa é um péptido com trés residuos, geralmente associado a transferéncia e manutencdo do
potencial redox para a homeostase celular. Ainda estd por caracterizar a correlacdo entre o
equilibrio redox da glutationa e eventuais alteracbes em marcas epigenéticas, quer sejam
metilagdo de DNA ou modificagfes pos-translacionais histonicas.

O estabelecimento de metilagdo do DNA envolve as metiltransferases de DNA (MTases)
que séo responsaveis pela ligacdo de grupos metilo a citosinas. Ha quatro familias principais de
MTases de plantas identificadas e com fungdes distintas, nomeadamente de novo e/ou metilagéo
de manutencdo, DRM (domains rearranged methylases), MET1 (methylase 1), CMT
(chromomethyltransferase) e 0 homélogo de metiltransferase de DNA 2 (Dnmt2) [Zhang et al.,
2010]. O padrdo de metilacdo do DNA pode também ser editado, via de novo metilagdo ou
desmetilacdo. Em mamiferos, algumas metiltransferases de DNA (ou DNMT) permitem o
estabelecimento de novos padrdes de metilagdo do DNA e sdo portanto denominadas por de novo
DNMTs. Por outro lado, existem DNMTs que funcionam durante a replicacdo de DNA, copiando
padrdes de metilacdo da cadeia parental, para a cadeia recém-sintetizada. Ambos os grupos de
DNMTs estdo envolvidos, em grande extensdo, no desenvolvimento do embrido em mamiferos
[Lan et al., 2013]. Quando as células atingem o término de diferenciacdo, a expressao destas
enzimas € bastante reduzida, sugerindo que o padrdo de metilacdo de DNA celular pds-mitético
seja estavel [Moore et al., 2012]. A desmetilacdo de DNA pode ocorrer de forma passiva ou ativa.
A desmetilacdo passiva ocorre durante a replicacdo de DNA, em que as citosinas metiladas sdo
trocadas por outras sem marcas; a desmetilacdo ativa envolve 0 mecanismo de reparacdo de DNA,
com a exciséo de bases mediada por glicosilases de DNA, sem que ocorra a replicacdo de DNA
[Ikeda e Kinoshita, 2008].

O significado funcional da metilagdo do DNA na regulacdo da expressdo de genes foi
inicialmente sugerida por Holliday & Pugh, 1975. A metilagdo do DNA esta envolvida no
silenciamento de retrovirus, elementos transponiveis, transgenes, inativacdo do cromossoma X
em fémeas de mamiferos sendo um interveniente fulcral na regulacdo da expressdo de genes
[Groudine et al., 1981; Miura et al., 2001; Matzke et al., 1996; Allen et al., 1992]. A metilacdo
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do DNA, guando localizada em regides promotoras de genes, é geralmente uma marca associada
a repressao de genes [Suzuki e Bird, 2008]. O significado da presenca de metilacdo ao nivel de
regides codificantes é ainda pouco claro. A presenca de metilacdo ao nivel de regides codificantes
tem sido referida como compativel com a transcri¢éo de genes [Zhang et al., 2006; Zilberman et
al., 2007, Zhang et al., 2008].

Outro caso de influéncia na metilagdo de DNA é o da metilac&o direcionada por RNA
(RADM ou RNA-directed DNA methylation), mais concretamente siRNAs (pequenos RNAs de
interferéncia). Existem percursos metabdlicos complexos, que geram siRNA homdlogos a
sequéncias repetidas, que direcionam a atividade da metiltransferase de citosinas em Oryza sativa
(OsDRM2, domains rearranged methyltransferase 2). Sabe-se que esta enzima é uma das mais
importantes metiltransferases de novo que atua sobre todos os trés grupos de citosinas
mencionados [Sharma et al., 2009; Moritoh et al., 2012]. Henderson et al., (2010) demonstrou,
por mutagénese direcionada em Arabidopsis thaliana que a OsDRM2 necessita do dominio N-
terminal UBA, um motivo proteico comum em eucariotas, com dois loops conservados que
interagem com proteinas da via de ubiquitinacéo, e que esté associado a reparacéo de excisdo por
UV do DNA, e a sinalizacdo celular por via de cinases proteicas [Kozlov et al., 2007; Mueller e
Feigon, 2002] e também da OsDRM3 como promotor para a manutencdo da metilacdo
direcionada por RNA de grupos CG ndo-metilados. A OsDRM3 é um paralogo da OsDRM2, com
um centro catalitico mutado e expressdo independente desta. A OsDRM2 actua entdo sob forma
de complexo naremocéo de siRNA e atribuicdo de metilacdo, impedindo ou induzindo a atividade
de RNA/DNA polimerases tal como proposto por Dangwal et al. (2013). Ambos os dominios
UBA (N-terminal) e da metiltransferase (C-terminal) da DRM2, assim como siRNA (24 nt) e a
DRM3, sdo necessarios para a correta atividade de metilacdo desta epi-enzima [Henderson et al.,
2010]. O dominio UBA podera estar envolvido no reconhecimento da DRM2 por parte de outras
enzimas, potencialmente indicando estados especificos da cromatina [Henderson et al., 2010]. O
dominio UBA de OsDRM2 podera também funcionar como ponto de complexagdo com o fator
de iniciag&o da transcri¢do elF4A [Grifo et al., 1982; von der Haar et al., 2002; Abdelhaleem et
al., 2003] que poderéa funcionar como regulador da de novo metiltransferase sendo provavelmente
uma regulacdo conjunta [Dangwal et al., 2013]. As metiltransferases OsDRM2 e OsDRM3
apresentam niveis semelhantes de expressdo e sdo duplamente expressas no meristema apical
caulinar e nos primdérdios do desenvolvimento da panicula de arroz no entanto, existe uma
diminuicio da expressdo quando as plantas sdo submetidas a um stress de frio [Sharma et al.,
2009]. Em arroz, a perda de OsDRM2 induz a aparentes anormalidades fenotipicas como sendo
um crescimento debilitado [Moritoh et al., 2012; Ferreira et al., 2015] enquanto em Arabidopsis,
a perda de AtDRM1 ou de AtDRM2 ndo parece evidenciar efeitos notdrios ao nivel de fenotipo
[Cao e Jacobsen, 2002; Wada et al., 2003].
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iv. Conexdes entre metilacdo do DNA e modificac@es histonicas

Pouco se sabe sobre a ligagdo ou transferéncia de marcas epigenéticas entre histonas e
DNA. A marca H3K9meX (X>1) parece atuar como transferidor de metilacéo entre moléculas,
estando j& associada a varios mecanismos de compactacdo e inativacdo de cromatina em
mamiferos [Rougeulle et al., 2004; Escamilla-Del-Arenal et al., 2013]. Por um lado, a H3K9me2
atua como marca de inativagdo do cromossoma X, ligando a proteina Cdyl e a metiltransferase
G9a, atuando assim na propagacdo desta marca histénica durante a divisdo celular [Escamilla-
Del-Arenal et al., 2013]. Por outro lado, a marca H3K9me3 liga HP1 (proteina heterocromética
1) & heterocromatina recrutando depois a metiltransferase 3b que metila de novo o DNA [Lehnertz
et al., 2003]. Sabe-se também que a metilagdo de H3K9(me2-3) foi considerada um pré-requisito
na metilagdo de DNA mediada por Suv39h, em repeats satélite de heterocromatina pericéntrica
em mamiferos [Lehnertz et al., 2003; Qin et al., 2010].

v. Pequenos RNAs ndo-codificantes (ncCRNAS)

Os pequenos ncRNAs (ndo-codificantes), mais concretamente micro-RNAs (miRNAs) e
pequenos RNAs de interferéncia (SIRNAs) desempenham fungdes repressoras na expressdo de
genes em animais e plantas [Ghildiyal e Zamore, 2009]. Em plantas, os miRNAs tém
comprimentos de aproximadamente 21 nts, e derivam de transcritos primarios mais longos
(miRNA) [Voinment et al., 2009; Ding et al., 2012]. Os miRNAs reconhecem os mRNA (RNA
mensageiro) alvo através de complementagdo de sequéncias imperfeitas. O RISC (ou complexo
de silenciamento induzido por RNA) que contém miRNA/siRNA induz o silenciamento genético
pos-transcricional através da clivagem, ou corte, do mRNA e represséo translacional [Sunkar et
al., 2012]. Em arroz, varios miRNA regulados pelo frio foram ja identificados mas ainda se
conhece pouco sobre os genes-alvo de miRNA, cujos niveis de expressao sao regulados pelo frio
[Lv etal., 2010].

6. Ferramentas de analise de padrdes epigenéticos

Atualmente estdo disponiveis varias técnicas passiveis de ser usadas para decifrar marcas
epigenéticas quer ao nivel de genes especificos [Haring et al., 2007] quer ao nivel epigendmico
global [Valouev et al., 2008; Zentner e Henikoff, 2014]. Uma das técnicas comummente
utilizadas na anélise epigenética é a imunoprecipitagcdo da cromatina (ChIP, ChIP-chip, ChlIP-seq
ou High Throughput ChlIP) que se baseia na identificacdo de marcas histonicas ou de DNA através

da sua sele¢do com anticorpos. A técnica de ChIP permite isolar fragmentos de cromatina que
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contenham marcas, ou grupos funcionais especificos, através da sua selecdo por adsorcdo a
anticorpos posteriormente separados/decantados com beads de agarose [Haring et al., 2007]. Este
processo ajuda a compreender em que regido da dupla cadeia de DNA se encontra a marca alvo
e permite adicionalmente identificar marcas na dupla cadeia, ou numa proteina a esta associada,
através da utilizacdo de anticorpos especificos para as moléculas a analisar (X-ChIP ou
crosslinked-chromatin immunoprecipitation). A detecdo da regido associada a marca de
imunoprecipitacdo é feita através da analise por gPCR, de onde se pode obter uma maior
amplificacdo de DNA caso este exista em solugdo numa proporcéo estatisticamente relevante. A
fragmentacdo da cromatina permite assim ter um melhor foco de associag@o entre marca e “regido
de DNA” uma vez que, com fragmentos menores, menor seré a probabilidade de imunoprecipitar
regides adjacentes a pretendida, e consequentemente obtém-se uma quantificagdo estatistica de
presenca de marca para uma regido mais restrita e especifica. O tamanho ideal para os fragmentos
estd entre os 250 e 300 pares de bases, para que se obtenha uma maior eficiéncia de
imunoprecipitacdo, e maior distingdo de a que regido pertence qual marca. A espetrometria de
massa com MALDI-TOF (ou Matrix-Assisted Laser Dessosrption and lonisation — Time Of
Flight) é outra técnica que permite a identificagdo de marcas histonicas permitindo um
mapeamento ou sequenciamento de aminodcidos presentes e respetivas modificagcbes pos-
translacionais [Villar-Garea et al., 2006].

Relativamente a analise de metilagdo do DNA, a técnica de conversdo do DNA com
bissulfito € comummente usada. As citosinas ndo metiladas sdo convertidas em uracilos,
permitindo assim, com outras técnicas de sequenciacdo de DNA, determinar padroes de metilacao
ou de DMRs (differentially methylated regions) [Frommer et al., 1992; Li et al., 2012]

No que diz respeito ao mapeamento de nucleossomas, € possivel utilizar técnicas como a
microscopia eletronica que permite estudar estados estruturais da cromatina, detetar
nucleossomas e respetivas posi¢des com a ajuda de enzimas de restricdo no caso de sequéncias
previamente sequenciadas [Brown et al., 2013]. Por outro lado, a digestdo da cromatina com a
nuclease micrococcal permite que seja feita a digestdo de DNA de dupla cadeia deixando os
nucleossomas intactos para posterior analise, ou seja é Util para analisar as posicoes
nucleossomais e respetivas modificacdes, tanto histonicas como no DNA [Brown et al., 2013].
Adicionalmente, o microscopio de forca atdbmica (AFM ou Atomic Force Microscopy) permite
determinar posicOes e estabilidades nucleossomais, respetivas forcas de ligagcdo histona-DNA,
cooperagdo molecular na ocupacédo da cadeia de DNA entre outras [Lohr et al., 2007; Davies et
al., 2005]. Esta técnica permite também a analise de corrente elétrica no DNA, o que pode vir a
adquirir relevancia no futuro dado que recentemente Baek et al. (2014) afirmou obter um estado
celular pluripotente através de uma reprogramacao epigenético-celular na presenca de campos

eletromagnéticos. Belyaev et al. (2001) demonstrou também que € possivel reorganizar a estrutura
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da cromatina através da inducdo de magnetismo de baixa frequéncia [Desyatnikov et al., 2012;
Martinez et al., 2014; Metzler et al., 2004; Reith et al., 2012].

Para além de técnicas fisicas de andlise, podem ainda ser consideradas abordagens
bioquimicas que permitem comparar resultados obtidos em diferentes contextos. A utilizacéo de
compostos quimicos especificos que interferem com os mecanismos epigenéticos influenciando
0 padrdo das marcas epigenéticas podem contribuir para uma melhor compreenséao da influéncia
da plasticidade epigenética na regulagdo da expressdo de genes. A tricostatina A, um acido
hidroxamico, € uma droga muito potente com a capacidade de inibir as desacetilases histonicas
levando a uma hiperacetilagdo de histonas. Tanto a tricostatina A como o agente hipometilante 5-
azacitidina causam um aumento global da acetilacdo da histona 4 [Yang et al., 2010] induzindo a
descondensagéo de cromatina interfasica [Toth et al., 2004]. Devido a sua influéncia na regulagao
epigenética através da inibigdo de desacetilases, a tricostatina A tem sido usada no tratamento de
alguns tipos de cancro, permitindo controlar a progressao do ciclo celular normal podendo causar
apoptose em tecidos especificos [Yamashita et al., 2003; Kim et al., 2000; Papeleu et al., 2003].
Outra técnica bioquimica é o tagging de biomoléculas para detecéo por fluorescéncia que permite
determinar quantidade relativa e localizacdo in vivo e neste contexto, ja se produzem sistemas
genéticos de expressao transiente que permitem localizar e identificar marcas histénicas in vivo
[Sato et al., 2013].
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Il - Objetivos da tese

O presente trabalho tem como foco compreender de que forma o cddigo das histonas pode
influenciar a regulagdo transcricional do gene OsDREB1B de arroz (Oryza sativa) envolvido na

resposta ao stress de frio. Especificamente, pretende-se determinar:

e A correlacdo entre a expressdo do gene OsDREB1B e marcas pds-translacionais
histonicas especificas ao nivel de determinadas regides do promotor do gene em
condicdes controlo (28°C) versus stress de frio (4°C);

e O papel de fatores epigenéticos, nomeadamente de enzimas epigenéticas como sendo uma
acetiltransferase de histonas (HAT) e uma metiltransferase de DNA (DMT) na regulagéo
do padréo de expressdo do gene OsDREB1B nomeadamente, perceber qual o impacto que
a auséncia, destas enzimas na modificacdo da paisagem epigenética mais concretamente

sobre o codigo histonico do gene de interesse.

O desenho experimental para responder a estas questdes passa por estudos funcionais em
que se utilizam plantas de arroz com mutacGes em genes especificos responsaveis pelo
estabelecimento de marcas epigenéticas e drogas remodeladoras da cromatina, extensivamente

referidas pelo seu papel na alteracdo de padrdes epigenéticos.
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111 - Materiais e Metodologia

As principais etapas metodolégicas do procedimento experimental estdo representadas na
Figura 4. O desenho experimental envolveu (1) o crescimento das plantas, selvagem e mutantes,
em condigdes controlo (28°C) e de stress de frio (4°C); (2) a realizacdo de estudos expressdo do
gene OsDREB1B (gPCR) e (3) imunoprecipitacdo da cromatina (ChlP) para estudar o padrao de
marcas de histonas ao nivel do promotor do gene OSDREB1B.

Regulacéo epigenética de um gene de resposta a stress de frio
em arroz (Oryza sativa)

1- Material biologico e Tratamentos]

lDesinfegﬁo de sementes]

Crescimento

Tratamento de stress

3- Analise de marcas

2- Estudo de expresséo

Recolha de folhas

lMaceral;éo de folhas] lFixal;ﬁo! Infiltragéo a vécuo]
Extragdo de RNA Maceragio de folhas
Tratamento Turbo DNase Isolamento de nicleos

Transcrigéo reversa (PCR) Sonicagdo da cromatina

Pré-purificagio da cromatina
qPCR (OsDREB1B + OsUBC2)
Imunoprecipitagéo da cromatina
Lavagem da cromatina
"Decrosslink"

Purificagdo de DNA

gPCR (FR1-4)

Figura 4 - Etapas do processo experimental subjacente ao presente trabalho: (1) seleccdo do material
biologico, esterilizagdo e germinagdo das sementes, crescimento das plantas e imposicao de stress; (2)
estudos de expressdo e (3) imunoprecipitacdo da cromatina.
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1. Material bioldgico

As sementes de Oryza sativa L. cv. Nipponbare sdo propagadas e mantidas no grupo de
Gendmica de Plantas em Stress (GPlantS). As sementes de arroz com mutacdes para moduladores
epigenéticos foram originalmente desenvolvidas por Gynheung An (Kyung Hee University, Crop
Biotech Institute, Korea). Neste trabalho foram usadas T-DNA insertion lines com mutagdes
especificas para uma acetiltransferase de histonas (HAC704) e uma metiltransferase de DNA
(DMT706). A variedade Dongjin foi também usada uma vez que representa o “wild-type” a partir
de onde foram originadas as mutacdes.

A esterilizacdo de sementes envolveu uma lavagem com benlato/carbendazim (1 g/l)
durante 30 minutos, a 50 °C, com agitacdo e outra com 70% etanol durante 1 minuto seguida de
uma passagem por agua para remover o alcool; uma outra lavagem foi realizada com 50% lixivia
e duas gotas de Tween20 (ou polissorbato 20 - Thermofisher) durante 30 minutos com agitacéo,
seguida de varias passagens por agua para remover o detergente, a lixivia, e/ou benlato que
possam ter precipitado na superficie das sementes. As Ultimas lavagens com agua foram
sucessivamente repetidas até deixar de aparecer espuma a superficie. As sementes desinfetadas
foram em seguida colocadas em &gua bidestilada, numa cdmara escura, a 28 °C, durante

aproximadamente trés dias para germinar.

2. Imposigao do stress de frio

As plantulas germinadas foram transferidas para tubos, num sistema hidropénico
contendo meio nutritivo [Yoshida et al., 1976] sob condic¢Ges controladas até aos 13 dias pos-
germinacéo, especificamente a 28 °C, com ciclos de luz/escuriddo de 12/12h, com intensidades
de 200 ou 500 pmol fotdes.m?2.s™ e com 60% de humidade. No décimo quarto dia, passadas 4
horas do inicio do dia (ou das 12h de luz, caso ndo estejam sincronizados) metade das plantas
foram transferidas para a camara com condicdes de stress de frio (4 °C, 200 umol fotdes.m?2.s).
As plantas sob stress de frio foram mantidas nestas condi¢des durante 4h (aproximadamente 8h
depois do inicio de incidéncia luminosa) apds as quais se recolheram as folhas e se descartou o
restante material biol6gico. A recolha das folhas foi feita, cortando em pedagos de 1 a 2 cm de
comprimento, imediatamente congeladas em azoto liquido e mantidas a -80°C até serem usadas
para estudos de expressdo. Para o processo de imunoprecipitacdo da cromatina as folhas séo
recolhidas e submetidas de imediato ao processo de infiltragdo com vacuo tal como descrito mais

a frente no ponto (5) relativo ao procedimento de ChlP.
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3. Aplicacdo de drogas remodeladoras da cromatina

O tratamento com drogas remodeladoras da cromatina foi efetuado durante os trés Gltimos
dias de crescimento das plantulas em meio Yoshida. Os compostos quimicos utilizados foram a
Tricostatina A (TSA) que causa hiperacetilagdo das histonas e a 5-azacitidina (5-AC) que induz
a hipometilacdo global do DNA [Santos et al., 2011]. No ensaio de controlo as plantulas foram
nutridas apenas com meio Yoshida esterilizado simples. Para o ensaio com 5-AC, as plantulas
foram tratadas durante 3 dias com meio Yoshida suplementado com 5-azacitidina (80 uM) a partir
do 11° dia ap6s a germinagéo, sendo a solucéo de 5-AC renovada didriamente dado estar descrita
a instabilidade desta droga em solucdo [Walker et al., 2012]. Para o ensaio com TSA, 0 meio
Yoshida foi suplementado com TSA a 15 uM sendo as plantulas tratadas durante 3 dias também

no 11° dia apos a germinacao [Santos et al., 2002].

D === Germinacio
&‘b% ¥ ] §
% NN = Crescimento
—l—J—l» 0 e I == m====_Ensaio de stress de frio
ddH,0 Meio Yoshida Aplicagio/Renovagio do meio com 5-AC

I Aplicacio de meio TSA

Figura 5 — Germinacdo, crescimento e imposicdo de tratamentos. Sementes ap6s trés dias de germinacao
(A); Plantulas de arroz com 13 dias de crescimento (B); Ensaios e tratamentos efetuados (C).
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4. Estudos de Expressao

i. Extracéo, purificacdo e quantificacdo de RNA

O procedimento para a extragdo de RNA seguiu as instrugdes do fabricante (Zymo
Resarch). A partir dos diferentes ensaios (controlo, stress de frio e drogas) foram recolhidas folhas
para um falcon que foram imediatamente congeladas em azoto liquido (N) e guardadas a -80°C
até serem maceradas. Apds maceracao em azoto liquido, utilizou-se aproximadamente 50 mg de
macerado por amostra e adicionou-se-lhe pelo menos 500 pl de TRI Reagent. A solucdo foi
misturada por ac¢do mecanica (vértex), centrifugada a 12.000g durante 1 minuto e em seguida
transferiu-se o sobrenadante para um tubo RNase-free, onde se adicionou também 1 equivalente
de etanol (95-100%) e se misturou com vortex tal como antes. Passou-se a mistura para uma
coluna Zymo-Spin IIC e centrifugou-se-a a solugdo a 10.000-16.000g durante 1 minuto.
Transferiu-se a coluna Zymo-Spin 11C para um novo tubo, adicionou-se 400 ul de Direct-zol RNA
PreWash e repetiu-se a centrifugacdo. Descartou-se o eluido e repetiu-se o0 passo anterior de
lavagem com Direct-zol RNA PreWash. Apds o primeiro passo de lavagem, adicionou-se 700 pl
de RNA Wash Tampao e repetiu-se a centrifugacédo e descarte do eluido. Para garantir a remogéo
completa do tampdo de lavagem centrifugou-se outra vez, durante 2 minutos, para um tubo novo.
Transferiu-se a coluna para um RNase-free eppendorf, e adicionou-se-lhe 50 pul de agua livre de
DNases/RNases. Dois minutos ap6s a adicdo da agua, a temperatura ambiente, voltou-se a
centrifugar durante 1 minuto para recolher a amostra de RNA. Este processo foi repetido, em
paralelo, para todas as amostras. A cada amostra de RNA anteriormente obtida adicionou-se 5 pl
de 10x Tampao e 1 pl de Turbo DNase, e agitou-se suavemente. A mistura foi de seguida incubada
a 37 °C durante 30 minutos, apés a qual se adicionou 5 pl de DNase Inactivation Reagent e se
voltou a agitar suavemente. Apds uma incubagdo de 5 min a temperatura ambiente, centrifugou-
se a solucdo durante 2 minutos a 6.000g, e recolheu-se 0 sobrenadante para um novo tubo. A
integridade do RNA foi avaliada através de electroforese. Para tal, aplicou-se 10 ul da seguinte
mistura (4 ul de amostra - original, ou diluida 10 vezes — 2 pl de RNA Loading Buffer e 6 pl de
agua milli-Q) em gel de 1% agarose (nzytech). A corrida foi feita com correntes de 100 a 120 V
e emtampdo 1x TAE. Para determinar a concentracdo de RNA utilizou-se o nanodrop ND-2000C,
no qual se aplicou um minimo de 2 pl de amostra em triplicado. A quantificacdo de RNA foi feita
com uma diluicdo de 10 vezes da amostra original, de forma a obter uma absorvancia adequada

(nunca acima de 1.4).
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ii. Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi efetuada de acordo com as instrugBes constantes no kit
“Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis” (Roche). O primeiro passo consistiu em adicionar
2 hug de RNA (volume calculado segundo a concentracdo determinada) a 1 pl de Anchored-
oligo(dT)18 Primer aferindo-se com &gua (milli-Q) até um volume total de 11,4 pl. Incubou-se a
amostra durante 10 minutos a 65 °C e arrefeceu-se imediatamente a seguir em gelo. Ao tubo
anterior adicionaram-se 4 ul de “Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase Reaction”, 0.5
pl de “Protector RNase Inhibitor”, 2 pl de “Deoxynucleotide Mix”, 1 pl de DTT e 1.1 pul de
“Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase”. O volume total final devera ser sempre de 20
pl. Misturou-se suavemente e incubou-se a mistura de reacgdo a 55 °C durante 30 minutos. De

seguida elevou-se a temperatura da mistura aos 85 °C de forma a inactivar a transcritase reversa.

iii. Quantificacdo relativa de transcritos (QPCR)

A analise foi feita com um Lightcycler 480 I1, com Ligthcycler 480 SYBR Green | Master
mix (Roche). Todas as amostras foram analisadas em triplicado, aplicando 5 pul de amostra, 1 pl
de cada primer (1.25 uM cada), 3 ul de dgua milli-Q (Roche) e 10 pl de SYBR Green. Utilizaram-
se os seguintes pares de primers: 5 -CCAGAAATTGGGGGAAAAA-3> e 5’-
GGAATCACAAAAGGAGGGAGA-3> para o gene de interesse (OsDREB1B -
LOC_0s09g35010), e 5’-TTGCATTCTCTATTCCTGAGCA -3 e 5’-
CAGGCAAATCTCACCTGTCTT-3’ para o gene de controlo (ubiquitin-conjugating enzyme E2
ou OsUBC2 - LOC_0s02g42314).

Foi, portanto, aplicado um volume de 20 ul de mistura de reac¢do em cada poco da placa
de PCR. Por corrida aplicou-se um controlo com 5 pl de agua milli-Q (Roche) em vez de amostra.
As condicdes para as corridas de qPCR foram as seguintes: 95 °C durante 5 minutos, seguido de
45 ciclos de amplificacdo com 95 °C por 10 s, 58 °C por 10 s e 72 °C por mais 10 s. Para todas
as analises, usou-se uma temperatura de amplificacdo de 58 °C.

Fez-se também uma analise de dilui¢Ges seriadas, de uma amostra de DNA gendémico
(1/10, 1/100, 1/400, 1/800 e 1/8000 aplicadas como amostras, 5 pl num total de 20 pl de mistura,
em triplicado). Esta anélise de dilui¢Ges foi feita para calcular a eficiéncia de amplificagdo do par
de primers utilizado, permitindo calcular a concentracdo de DNA (previamente mRNA).

A titulo explicativo, utilizou-se as velocidade de amplificacdo da série de dilui¢bes, da
amostra com concentracdo de DNA conhecida, para selecionar as amostras com menor erro de Ct
(limite de amplificac&o - valor adimensional que representa a velocidade de amplificacdo de sinal
captado pelo espectrofotdmetro). Os valores de Ct selecionados ficaram sempre entre 22 e 34
unidades para garantir o menor erro devido a absorcéo de luz excessiva por parte da amostra (Ct

< 22) e para evitar flutuagdes de analito na solucéo durante a analise com o espectrofotometro (Ct
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> 34). Aplicou-se aos Ct obtidos com as dilui¢des, uma regressao linear que nos permitiu calcular

a eficiéncia dos primers usados de acordo com a férmula
1
Eficiéncia = 10(_ /declive daregressao linear) -1.

Esta eficiéncia, aplicAvel para amostras com Ct incluidos entre os das diluicOes
selecionadas, foi usada para calcular a concentracdo inicial de DNA presente em amostras com
concentragdo previamente desconhecida, através da velocidade de amplificacéo, ou Ct, obtida
para cada uma das amostras analisadas [Ramaker et al., 2003]. A eficiéncia calculada foi apenas
usada para o respetivo par de primers e em misturas semelhantes, pois a amplificacdo poderia ser
inibida por diferentes concentrac6es de sais, ou outros solutos presentes, resultando em diferentes
velocidades de amplificacdo e, consequentemente, maior erro na determinacdo da concentracao
de DNA inicial. O valor de Ct de cada amostra foi entdo usado, tal como exposto na férmula
Cpna = (Eficiéncia + 1)~Ct, para calcular a concentragdo de DNA existente.

Posteriormente, para cada amostra, comparando os valores de limite de
amplificacdo/threshold (Ct) do gene de interesse (OSDREB1B) com os de um gene constitutivo
normalizador “housekeeping gene”, que no presente estudo foi o gene OsUBC2, é possivel
determinar a variagdo do nimero de transcritos do gene-alvo em diferentes amostras. Isto foi
possivel porque o gene normalizador apresenta uma expressao constante e estavel para as

condic¢Bes em estudo [Zhiguo et al., 2015].
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5. Imunoprecipitacdo da cromatina (ChlP)

A técnica de imunoprecipitacdo da cromatina (ChlIP) permite analisar o padréo de marcas
especificas de modificacbes das histonas potencialmente correlaciondveis com a estrutura da
cromatina. De uma forma sucinta na técnica de ChIP as histonas associadas ao DNA in vivo sdo
covalentemente “crosslinked” ao DNA através de um processo de infiltragdo por vacuo de tecidos
da planta com formaldeido. De seguida, a cromatina € isolada, fragmentada e os complexos DNA-
proteina sdo imunoprecipitados com anticorpos especificos comercialmente disponiveis. Os
procedimentos experimentais inerentes ao processo de ChIP sdo detalhadamente descritos a

seguir.

i. Otimizacao do processo de ChIP através de ensaio FAIRE

Previamente & analise de marcas histonicas com ChIP fizeram-se dois ensaios FAIRE
(Formaldehyde-Assisted Isolation of Regulatory Elements) para comparar métodos de fixagdo da
cromatina e respectivas eficiéncias. Esta experiéncia permite otimizar o método de modo a obter
um compromisso entre a fixacao e posterior recuperacdo de DNA da cromatina. O primeiro ensaio
FAIRE foi realizado com amostras infiltradas com 0.8 e 1 % de formaldeido, em tampao A (0,8%
v/v de p-formaldeido, butirato de sodio 10mM, sucrose 0.4M, Tris (pH8) 10mM, B-
mercaptoetanol 5mM e PMSF 0.1mM, Anexo 1). O segundo ensaio foi realizado com amostras
infiltradas com 0.8 % de formaldeido em tampédo A, mas em que as amostras de tecidos foliares
foram recolhidas de plantulas crescidas a 28 °C (controlo) ou 4 °C (stress de frio). Para cada
ensaio ter-se-80 portanto seis amostras diferentes: FAIRE 1 (H,Ox, 0.8 %x e 1 %x e respectivas
incubadas H2Ogsec, 0.8 Y%esc € 1 %e5°c) € FAIRE 2 (H20x, 28 °Cx e 4 °Cx, e respectivas incubadas
H2Og¢s°c, 28 °Ces-c € 4 °C gs5°c). Em ambos os ensaios infiltraram-se também folhas com tampédo A
sem formaldeido que funcionou como controlo no processo de infiltragdo/fixacdo. Utilizou-se,
aproximadamente, 100 mg de cada uma das amostras maceradas e ressuspendeu-se em 1 ml de
Tampéo G (Tris (pH 6.8) 62.5mM, NaCl 0.2M, SDS 2% (m/V) e DTT 10mM, Anexo I). Agitou-
se a ressuspensao durante 1 minuto e centrifugou-se durante 5 minutos a 13.000 rpm a temperatura
ambiente. 700 pl foram transferidos para um novo tubo, e destes, 40 ul foram misturados com
620 pl de Tampéo G. A mistura com Tampéo G foi incubada a 65 °C durante a noite. A cada
amostra adicionou-se 1 volume de fenol/cloroférmio, agitou-se a temperatura ambiente durante 5
minutos, e centrifugou-se a 4 °C e 16.100 g durante outros 5 minutos. Retirou-se 600 pl do
sobrenadante e adicionou-se um volume de cloroférmio, repetindo de seguida os passos de
agitacdo e centrifugagdo. Retirou-se 450 ul do sobrenadante, adicionou-se 2 volumes de etanol
absoluto agitando gentilmente, e as amostras foram centrifugadas durante 20 minutos a 2 °C,

16.100g. Descartou-se o sobrenadante, lavou-se o pellet com 200 pl de etanol 70 % e centrifugou-
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se durante 10 minutos a 2 °C, 16.100g. Voltou-se a descartar 0 sobrenadante, permitindo-o secar
por evaporagao a temperatura ambiente e ressuspendeu-se o sedimento em 30 pl de gua. O DNA
ressuspenso foi posteriormente analisado por gPCR, usando 0 mesmo protocolo que para o estudo
de expressdo. Correram-se ainda as amostras em gel de agarose 1 %, para determinar a integridade
do DNA extraido.

ii. Infiltragdo/Crosslink

Folhas de plantulas de arroz sujeitas a um tratamento de frio (4°C) versus controlo (28°C)
foram cortadas em pedacos de aproximadamente 1 a 2 cm, para papel de aluminio arrefecido. Em
seguida, cada amostra foi infiltrada em 200 ml de tampé&o A (0,8% v/v de p-formaldeido, butirato
de sodio 10mM, sucrose 0.4M, Tris (pH8) 10mM, B-mercaptoetanol 5mM e PMSF 0.1mM,
Anexo 1) a 50 mbar. A infiltracdo foi feita segundo o descrito em Haring et al. (2007) salvo
algumas modifica¢es. A mistura anterior foi sujeita a vacuo durante 2 minutos, com interrup¢des
sempre que a pressdo atingia os 50 mbar pretendidos, e sempre com agitacdo manual para
submergir as folhas de arroz. A solucdo e as folhas ficaram a agitar durante 1 minuto sem vacuo,
até que se adicionou 20 ml de glicina 2M, para interromper a reaccdo de “crosslink”. Para tal,
voltou-se a aplicar vacuo durante 5 minutos, com interrupc¢des a cada 30 segundos. Uma vez
completada a fixacdo as folhas foram lavadas com &gua corrente, num escoador, secas e

congeladas em azoto liquido para posterior maceragao.

iii. Isolamento de nacleos

O macerado foi ressuspenso em 40 ml de Tampédo B (butirato de sédio 10mM, sucrose
0.4M, Tris (pH 8) 10mM, B-mercaptoetanol 5mM, PMSF 0.1mM, Inibidor de proteases 1x
(Roche), Anexo 1) num falcon de 50 ml, e incubado com agitagéo a 4 °C, durante 15 minutos. A
suspensdo foi filtrada com quatro camadas de “miracloth” para um novo tubo de 50 ml, e de
seguida centrifugado a 4 °C, 2880g durante 20 minutos. Descartando o sobrenadante, o
precipitado foi entdo ressupenso em 1 ml de Tampdo C (butirato de sédio 10mM, sucrose 250mM,
Tris (pH 8) 10mM, B-mercaptoetanol 5mM, PMSF 0.1mM, MgCl, 10mM, Triton X-100 1%
(m/V) e Inibidor de proteases 1x (Roche), Anexo ), primeiro adicionando 100 pl e mexendo com
um pincel, e depois o restante para diluir. Descartando uma vez mais o sobrenadante, a amostra
foi de novo ressuspensa e transferida para um tubo de 1.5 ml para ser centrifugada a 4 °C e
12.000g, durante 10 minutos. Voltou-se a descartar o sobrenadante e a ressupender o precipitado,
desta vez em Tampdo D (butirato de sodio 10mM, sucrose 1.64M, Tris (pH8) 10mM, B-
mercaptoetanol 5mM, PMSF 0.1mM, MgCl, 2mM, Triton X-100 0.15% (m/V) e Inibidor de
proteases 1x (Roche), Anexo I). A suspenséo foi entdo aplicada sobre 1.5 ml de Tampéo D de
forma a criar duas camadas, num tubo de 2 ml, e centrifugada durante 1 hora, a 4 °C e 16.000g.

O precipitado obtido (cromatina) foi entdo ressuspendido em 300 pl de Tampé&o E (Tris (pH 8)
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25mM, EDTA (pH 8) 5mM, SDS 0.5% (m/V), PMSF 0.1mM e Inibidor de proteases 1x (Roche),
Anexo 1). Neste ultimo passo recolheu-se 30 pl de solugdo para usar como controlo na
determinagé&o da eficiéncia de sonicagéo.

iv. Sonicagdo da cromatina

A cromatina foi sonicada, com um Bioruptor (Diagenode) a 4 °C. As amostras foram
submetidas a 13 ciclos, de 30 segundos com ultrassons de intensidade alta seguidos de 30
segundos em repouso para cada ciclo. A amostra sonicada foi de seguida centrifugada a 4 °C,
16.000 g, durante 5 minutos, de forma a precipitar residuos celulares. O sobrenadante, contendo
a cromatina sonicada, foi transferido para um novo tubo de 1.5 ml, de onde se retiraram 20 pl
para determinar a eficiéncia de sonicagdo (com a amostra guardada no ponto anterior). As duas
amostras, sonicada e ndo-sonicada (necessarias para determinar a eficiéncia de sonicac¢do) foram
entdo submetidas a um “decrosslink” a 65 °C, durante a noite, em 100 pl de Tampéo G (Tris (pH
6.8) 62.5mM, NaCl 0.2M, SDS 2% (m/V) e DTT 10mM, Anexo |). Purificou-se 0 DNA das duas
amostras mencionadas com um “kit” de purificacdo de DNA (Roche) e aplicou-se o resultante
num gel de agarose 1%, em TAE 1x, para confirmar a presenca, e massa média, da banda de DNA
sonicado. O tamanho expectavel dos fragmentos é de aproximadamente 300 pares de bases, para
gue o passo de imunoprecipitacdo seja eficiente, e para que os fragmentos sejam adequados a
posterior amplificacdo com gPCR e respectiva quantificacdo de marcas por regido [Haring et al.,
2007].

v. Imunoprecipitacio da cromatina e “decrosslink”

Para uma pré-purificacdo da cromatina, utilizou-se 200 pl da amostra obtida aquando do
isolamento de nucleos a que se misturou 1.8 ml de Tampao F (Tris (pH 8) 5mM, EDTA (pH 8)
1mM, NaCl 150mM e Triton X-100 0.1% (m/V), Anexo I) e 30 pl de Protein A-Agarose (Santa
Cruz Biotechnology). Incubou-se a solugdo com agitacdo a 4 °C, durante 3 a 4 h, e centrifugou-
se a 500 g, 4 °C, durante 5 minutos, para recolher o sobrenadante.

A imunoprecipitacdo foi feita utilizando 400 pl de amostra pré-purificada, com 2 pl de
anticorpo e 30 pl de Protein A-Agarose (Santa Cruz Biotechnology) — amostra com
imunoprecipitacdo da marca de interesse (AB). Foram utilizados os anticorpos anti-H3K9ac e
anti-H4K5ac (Millipore). Como controlo negativo usou-se uma amostra igual & anterior, mas sem
anticorpo (NoAB); e como linha base (input) utilizaram-se outros 40 pl de amostra pré-purificada
(sem beads de agarose ou proteina A). As amostras de imunoprecipitacdo (imunoprecipitada e
negativo, AB e NOAB respetivamente) foram incubadas com agitacdo a 4 °C, durante a noite, e
depois centrifugadas a 500 g durante 5 minutos, e ainda incubadas em gelo por mais 5 minutos.
O sobrenadante (cromatina pré-purificada usada) foi recolhido e guardado para eventual

utilizagdo, e o precipitado (beads de agarose-proteina A com fragmentos de cromatina adsorvida)
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foi lavado com os seguintes tampdes de lavagem: Low salt (NaCl 150mM, SDS 0.1% (m/v),
Triton X-100 1% (m/V), EDTA 2mM e Tris (pH 8) 20mM), High salt (NaCl 0.5M, SDS 0.1%
(m/V), Triton X-100 1% (m/V), EDTA 2mM e Tris (pH 8) 20 mM), LiCl (LiCl 250mM, Igepal
1% (m/V), EDTA 1mM, Tris (pH 8) 20mM) e TE (Tris (pH 8) 10mM, EDTA 1mM) (este ultimo
foi usado duas vezes — ver constitui¢des dos tampdes de lavagem (Anexo I). Cada tampéo foi

aplicado, pela ordem anteriormente apresentada, repetindo para cada um o seguinte método:
aplicou-se 900 pl de tamp&o, agitou-se a suspensdo a 4 °C durante 10 minutos, centrifugou-se a
500 g e 4 °C, durante 5 minutos, e descartou-se o sobrenadante. No fim do processo de lavagem
deixou-se o precipitado secar, de forma a ndo restar solugdo de TE na amostra. A seguir ao
processo de lavagem, adicionou-se 200 pl de tampéo G (Anexo I) por cada amostra, misturou-se
utilizando um vértex e incubou-se a cromatina adsorvida em beads de agarose a 65 °C durante a
noite. Este passo foi também aplicado a amostra de input anteriormente mencionada. Uma vez
feito o decrosslink (incubagdo a 65 °C) recolheu-se o sobrenadante, evitando o precipitado

(transparente e viscoso) e purificou-se 0 DNA com um Kit de purificacdo de DNA (Roche).

vi. Quantificagdo de marcas por g°PCR
Para a quantificacdo de marcas histdnicas, através da amplificacdo dos fragmentos
fixados a estas histonas, utilizaram-se os primers indicados na Tabela 1. As condic¢des de corrida
foram as mesmas que as usadas na andlise das amostras de gPCR do estudo de expressdo, com a

variante de que foi usado um volume de 7 pl de amostra e 1 pl de 4gua milli-Q (Roche) por pogo.

Tabela 1 - Primers usados para qPCR de ChlIP, para a regido do promotor de OsDREB1B.

Regido do promotor (relativo ao ATG) | Denominagéo Sequéncia
Fw 1 CTGTTCCCTTTCCATTTCCA
-151a-3pb
Rv 1 TGACTCTCTCTGGTTCACTTCG
Fw 2 CCCAACAGAAACCACAGAAAA
-280a-121 pb
Rv 2 GCGGGGATAGCTGGAAAT
Fw 3 CCCCATGAACCCCATCTA
-394 a -227 pb
Rv 3 TGCTGCTACTCCAGCTTGC
Fw 4 TGACTAAAACTGAGAGTGTGAAATGA
-519 a -355 pb
Rv 4 AACTTGACGAGGGAAAACATTC
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IV - Resultados

1. O gene OsDREBI1B é induzido pelo frio em diferentes gendtipos

A guantificacdo de transcritos do gene OsDREBI1B foi analisada em folhas de plantulas
de arroz (Oryza sativa L. japonica) de diferentes genotipos nomeadamente, Dongjin e Nipponbare
com 14 dias de crescimento e ap6s a imposicdo de um tratamento de frio (4 °C) durante 4 horas
sendo a intensidade luminosa incidente durante o stress de frio de 200 umol de fotdes.m?2.s. Para
cada gendtipo calcularam-se as taxas de sobrevivéncia através da razdo entre plantulas viaveis e
sementes utilizadas sendo que em Nipponbare a taxa foi de 70% e em Donjin 92% indicando uma
maior suscetibilidade de Nipponbare ao stress de frio. Foram feitos ensaios de crescimentos de
plantulas em diferentes condi¢des luminosas, 500 pumol de fotdes.m2.s (ensaio A) ou 200 pmol
de fotdes.m?2.s? (ensaio B).

A anélise do nimero de transcritos, obtidos por gPCR, mostra que o gene OSDREB1B ¢
claramente induzido pelo stress de frio em ambos 0s gen6tipos e ensaios realizados (Figura 6).
Em condicdes de stress de frio, Nipponbare apresenta um maior nimero de transcritos e sobre-
expressdo do gene OsDREB1B que em Dongjin (Figura 6). Considerando os ensaios (A) e (B)
realizados com diferentes intensidades luminosas, Nipponbare apresenta uma reducéo do nimero
de transcritos de OsDREB1B, tanto para condi¢bes controlo como de stress, registando-se
redugdes na ordem dos 30% nos dois casos (Figura 6). Por outro lado, em Dongjin, registou-se
uma reducdo no nimero de transcritos de OSDREB1B de 20% em condicdes de stress, mas um
aumento para aproximadamente 370% em condicdes controlo (Figura 6). Em condicGes de stress,
Nipponbare apresenta uma diferenca entre razdes de amplificacdo de 1,63 e 16,4 vezes maior que
em Dongjin (Figura 7, ensaios A e B, respetivamente).

Em Nipponbare, o aumento de sobre-expressdo de OsDREB1B em condigdes de
intensidade luminosa constante (ensaio B) foi de aproximadamente 219% relativamente ao
observado no ensaio (A) em que o crescimento das pléntulas foi efetuado com uma intensidade
luminosa superior (Figura 7). No caso de Dongjin, calculou-se uma diminui¢cdo de sobre-
expressdo de OsDREBIB no ensaio (B), registando-se apenas 21,8% da sobre-expressdo
observada no ensaio (A) realizado com uma maior intensidade luminosa na fase de crescimento
(Figura 7).
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600 m Controlo (28 °C) 600 m Controlo (28 °C)
o m Stress (4 °C)
400 m Stress (4 °C) 400
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Nipponbare  Dongjin A Nipponbare  Dongjin B

0,60 0,60

0,40 0,40

0,20 0,20

0,00 - 0,00 -
Nipponbare  Dongjin Nipponbare  Dongjin

Figura 6 — Estudo de expressao do gene OSDREB1B. A expressao relativa do OsDREB1B foi calculada
dividindo o nimero de transcritos de OsDREB1B pelos do gene normalizador OsUBC2 (housekeeping
gene). Os graficos em baixo sdo uma ampliacdo da escala de transcritos, de forma a clarificar as
variacfes em condi¢des controlo. Ensaios feitos com intensidades luminosas: (A — esquerda) de
crescimento a 500umol de fotdes.m2s?™ e de stress a 200umol de fotGes.m2s?; (B — direita) de
crescimento e stress a 200 umol de fotdes.m2.s2.

15.000 = Controlo (28 °C) |15.000 m Controlo (28 °C)
m Stress (4 °C) m Stress (4 °C)
10.000 10.000
A B
5.000 I 5.000
0 l 0 | .
Nipponbare Dongjin Nipponbare Dongjin

Figura 7 — Estudo de sobre-expressdo do gene OsDREB1B em condigdes controlo versus stress. As
razdes de amplificacdo (RA) da expressdo de OSDREB1B (relativas a OsUBC2) foram obtidas pela
normalizagéo com as respectivas amostras controlo [RA (amostraX) =

(D 5?2;3 (amostra X)) / (D S?Z;B (controlo wt))] ~ RA de controlos é igual a 1. Ensaios feitos com

intensidades luminosas: (A) de crescimento a 500pmol de fotdes.m?2.s? e de stress a 200umol de
fotdes.m2.s2; (B) de crescimento e stress a 200 pumol de fotdes.m2.s2.
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2. Ainducdo do gene OsDREB1B pelo frio é potenciada pela presenca de
epimutacdes

Neste traballho utilizaram-se plantas de arroz com mutagdes especificas para uma
acetiltransferase de histonas (HAC704) e uma metiltransferase de DNA (DMT706). Estas linhas
mutantes sdo knockouts de OsDRM2 ([LOC_0s03g02010] que é uma de novo DNA
metiltransferase e de OsSHAC704 ([LOC_0Os06g49130] que é uma acetiltransferase de histonas.
A variedade Dongjin representa o “wild-type”, a variedade a partir do qual foram obtidas as linhas
mutantes de arroz. A taxa de sobrevivéncia calculada através da razdo entre plantulas viaveis e
sementes utilizadas foi de 92% em Donjin, 50% em HAC704 e 19% em DMT706. A presenca de
epimutacdes traduziu-se em taxas de sobrevivéncia bastante menores relativamente ao wild-type,
por exemplo, no mutante HAC704 (knockout de acetiltransferase histonica) a taxa de
sobrevivéncia foi 54% da apresentada por Dongjin, e no mutante DMT706 (knockout de de novo
metiltransferase de DNA) a taxa foi ainda mais reduzida sendo apenas 20% da apresentada em
Dongjin (wt).

A quantificagdo de transcritos do gene OsDREBI1B foi analisada em folhas de plantulas
com 14 dias, ap6s a imposicdo de um stress de frio (4°C) durante 4 horas. Em condigdes de stress
de frio, os mutantes DMT706 e HAC704 apresentaram sempre maior expressdo do gene
OsDREB1B que Dongjin (wt), sendo que a inducéo da expressdo foi maior em DMT706 que em
HAC704, nomeadamente, o gene OsDREB1B é cerca de 1.87 e 1.52 vezes mais expresso no
mutante DMT706 do que no mutante HAC704, e 3.33 e 2.95 vezes mais expresso em DMT706,
comparando com Dongjin nos ensaios (A) e (B) respetivamente (Figura 9).

Em condicbes de stress e de luminosidade constante (ensaio B) registou-se em todas as
linhas uma reducéo de expressdo de OsDREB1B para aproximadamente 80, 65 e 71% do registado
no ensaio (A) com plantulas crescidas sob uma intensidade luminosa superior. Por outro lado,
com uma menor intensidade luminosa durante o crescimento (ensaio B) registou-se uma maior
expressdao de OsDREB1B em condi¢fes controlo, apresentando aumentos de 368, 310 e 1340%
em Dongjin, HAC704 e DMT706 respetivamente, em relacdo aos resultados do ensaio (A). De
acordo com os dados de expressao de OsSDREB1B, a sobre-expresséo deste gene em condicGes de
stress demonstra uma reducdo acentuada no ensaio (B), comparando com o ensaio (A) de maior
intensidade luminosa durante o crescimento (Figura 10). A sobre-expressdo de OSDREB1B foi
reduzida no ensaio (B) para aproximadamente 22, 18 e 19% do que foi registado em (A), para
Dongjin, HAC704 e DMT706 respetivamente (Figura 10).
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A - Dongjin B -HAC704 C - DMT706

Figura 8 - Representacéo populacional de Oryza sativa L. wt (A) e plantas com mutagdes em moduladores
epigenéticos (B e C) em condigdes controlo, apos 13 dias de desenvolvimento. Dongjin (A), HAC704 (B)
e DMT706 (C).

800 800
m Controlo (28 °C) m Controlo (28 °C)
600 Stress (4 °C) 600 Stress (4 °C)
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200 - - — 200 = —
0 0
Dongjin HAC704 DMT706 Dongjin HAC704 DMT706 B
0,60 0,60
0,40 — 0,40 |
0,20 — 0,20 I |
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Dongjin HAC704 DMT706 Dongjin HAC704 DMT706

Figura 9 - Estudo de expressdo do gene OsDREB1B. A expresséo relativa do OsDREB1B foi calculada
dividindo o nimero de transcritos de OsDREB1B pelos do gene normalizador OsUBC2 (housekeeping
gene). Os graficos em baixo sdo uma ampliacdo da escala de transcritos, de forma a clarificar as
variacfes em condi¢des controlo. Ensaios feitos com intensidades luminosas: (A — esquerda) de
crescimento a 500umol de fotdes.m2.s' e de stress a 200umol de fotdes.m2.s?; (B — direita) de
crescimento e stress a 200 pmol de fotdes.m2.s2.

15.000 E Controlo (28 °C) |15.000 m Controlo (28 °C)
Stress (4 °C) Stress (4 °C)
10.000 o 10.000
A B
5.000 - - 5.000
0 0 = ~
Dongjin HAC704 DMT706 Dongjin HAC704 DMT706

Figura 10 — Estudo de sobre-expressdo do gene OsDREB1B em condic6es de controlo versus stress. As
razBes de amplificacdo (RA) da expressdo de OsDREB1B (relativa a OsUBC?2) foram obtidas pela

normalizacdo com a amostra controlo do wt [RA (amostra X) =
DREB1B DREB1B - - - . .
(W (amostraX)) / (m(controlo wt))]. Ensaios feitos com intensidades luminosas: (A) de

crescimento a 500umol de fotdes.m?2.s™ e de stress a 200umol de fotdes.m2.s2; (B) de crescimento e
de stress a 200 pmol de fotdes.m2.s2.
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3. A expressao do gene OsDREBI1B ¢ influenciada pelo tratamento com drogas

remodeladoras da cromatina

Neste estudo foram aplicadas drogas remodeladoras da cromatina, nomeadamente a
tricostatina A, uma droga inibidora de acetilases histonicas [Yoshida et al., 1990; Yoshida et al.,
1995] que induz hiperacetilagdo histonica global [T6th et al., 2004], e a 5-azacitidina, uma droga
capaz de induzir uma hipometilacdo global de DNA e um rearranjo da cromatina [Santos et al.,
2011]. Adicionalmente, a 5-AC também interfere com a paisagem histdnica causando a perda de
histonas metiladas [Komashko et al., 2010].

Neste estudo, mostramos que ambas as drogas (TSA e 5-AC) podem influenciar a
expressdo do gene OsDREB1B, tanto em condigdes controlo como apds imposicao de um stress
de frio. A droga TSA demonstrou favorecer a expressdo de OsDREBI1B entre 2 a 5 vezes em
condigdes controlo (Figura 11). Em condic@es de stress, os efeitos da aplicacdo de TSA ndo sdo
lineares dado que em Nipponbare e DMT706 se registou uma redugdo de expressao do gene e em
Dongjin um aumento. A aplicagdo de 5-AC também afetou a expressdo do gene, nomeadamente,
em temperatura controlo registou-se um aumento de expressdo em Nipponbare no entanto em
HAC704 e DMT706, verificou-se uma redugéo da expressdo do gene (Figura 11). Em condicGes
de stress de frio, o tratamento com 5-AC esta associado a uma reducdo de expressdo em
Nipponbare e HAC704, e a um aumento de expressdo em Dongjin e DMT706 (Figura 11).
Comparando as sobre-expressdes de OsDREB1B em condic6es de stress de frio versus controlo
calculadas para 0 meio sem drogas, verifica-se que a razdo de amplificacdo de Nipponbare se
apresenta numa escala bastante superior a das razdes das restantes linhas muito embora nédo exista
0 resultado de sobre-expressdo para a linha de Dongjin no meio sem drogas (Figura 12).
Adicionalmente, a sobre-expressdo de OsDREB1B em Nipponbare apresenta-se em todos 0s
ensaios (sem drogas, com TSA ou com 5-AC) superior as registadas para as restantes linhas,
evidenciando uma maior diferenca de expressdo deste gene entre condi¢Ges controlo e stress de
frio (Figura 12). Por outro lado, mediante o tratamento com 5-AC observa-se entre Nipponbare e
as restantes linhas uma menor diferenga entre as sobre-expressoes, apresentadas na Figura 12,
guando comparadas com os resultados obtidos na auséncia de drogas. Ocorreu portanto, em meio
com 5-AC, uma atenuacdo da sobre-expressdo de Nipponbare (relativa as das outras linhas)
quando comparada com a obtida na auséncia de drogas (Figura 12). Na presenca de TSA, apesar
de se terem registado valores elevados de expressdo de OsDREB1B em condigdes controlo (Figura
11), todas as linhas apresentaram valores semelhantes de amplificacdo deste gene em stress (tal
como se pode ver na Figura 12, com as razfes de amplificagdo calculadas a partir dos valores de
expressdo de stress de frio versus controlo, presentes na Figura 11 para 0 meio com TSA).
Resumidamente, o tratamento com TSA causou uma sobre-expressdo de OsDREB1B menor que

em meio sem droga, e com sobre-expressdes relativamente semelhantes entre as diferentes linhas
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de arroz (Figura 12). Por outro lado a 5-AC causou uma reduc¢do de sobre-expressdo do gene em
Nipponbare, e um aumento em HAC704 e DMT706 sem alterar a relagdo de sobre-expresséo
registada anteriormente entre mutantes e wt (sobre-expressdes decrescentes para Nipponbare,
DMT706, HAC704 e Dongjin tal como se pode ver nas Figuras 7 e 10 (B)).

m Controlo (sem droga)
1.500 m Stress (sem droga)
= Controlo (TSA 15 pM)
1.000 m Stress (TSA 15 uM)
m Controlo (5-AC 80 pM)
m Stress (5-AC 80 uM)
500
0 | | nn B
Nipponbare Dongjin HAC704 DMT706
2,0
15
1,0
0,5
0,0
Nipponbare Dongjin HAC704 DMT706

Figura 11 - Estudo de expressdo do gene OsDREB1B em diferentes gendtipos e em mutantes apds o
tratamento com drogas remodeladoras da cromatina. O nimero de transcritos normalizados de OsDREB1B
foi calculado dividindo o ndmero de transcritos de OsDREB1B pelos de OsUBC2 (housekeeper). O grafico
em baixo é uma ampliacédo da escala de transcritos, de forma a clarificar as variages em condigdes controlo.
Ensaios de frio (4h a 4°C) com meio Yoshida sem ou com drogas (TSA 15 puM, ou 5-AC 80 pM) sob
intensidade luminosa constante (200 pmol de fotdes.m?2.s'). *N&o estdo representados resultados de
controlo (sem droga) para Dongjin, nem de stress (TSA) para HAC704.
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Figura 12 - Estudo de sobre-expressdo do gene OsSDREB1B em diferentes gendtipos e em mutantes apds o
tratamento com drogas remodeladoras da cromatina. Os dados referem-se a amostras de stress de frio (4h
a 4 °C), normalizadas com os controlos das respectivas linhas e meios. O grafico em baixo é uma ampliagdo
da escala de sobre-expressao, de forma a clarificar as variagfes entre ensaios. *N&o estdo representadas a
amostra de stress em meio sem droga de Dongjin, nem a de HAC704 em meio com tricostatina A (TSA).
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4. Analise de modificagdes das histonas no promotor do gene OSDREB1B em resposta
ao frio através de ChIP-gPCR.

O primeiro passo consistiu ha otimizacdo dos processos de fixacdo da cromatina. Foram
feitos dois ensaios FAIRE (formaldehyde-assisted isolation of regulatory elements), com o intuito
de definir qual a melhor concentracéo de p-formaldeido a usar no passo de infiltracdo de ChIP na
sequéncia do trabalho previamente desenvolvido no laboratério (Figueiredo D, resultados nédo
publicados). Com estes ensaios, pretendeu-se também aferir as condi¢Ges que permitem obter
uma maior recuperacdo de DNA de amostras obtidas em condigdes de stress de frio versus
amostras controlo. Nas amostras infiltradas com 0.8%, ou com 1%, de p-formaldeido,
praticamente ndo se obteve recuperacdo de DNA de cromatina fixada (“crosslink”)
comparativamente a recuperagdo de DNA na auséncia de p-formaldeido pelo que o processo de
fixacdo tera sido eficaz (Figura 13). Tal como expectavel, verificou-se uma grande recuperacdo
de DNA ap6s “decrosslink”, donde se deduz que ambas as situacdes, 0.8% e 1% de p-
formaldeido, garantem a reversibilidade de fixacdo da cromatina. Em termos comparativos, as
amostras infiltradas com 0.8% de p-formaldeido permitiram uma maior recuperacéo de DNA apds
“decrosslink” sendo aproximadamente o dobro da observada quando as amostras foram
infiltradas com 1%, pelo que se determinou a concentragdo de 0.8 % como a ideal para assegurar
a fixacdo e posterior recuperagdo da cromatina.

O processo de sonicacdo de amostras de cromatina também foi testado procurando-se
obter fragmentos de DNA de aproximadamente 300 pares de bases, referido como o tamanho
ideal para um processo de imunoprecipitacdo eficiente e posterior amplificagdo com gPCR e
quantificagdo de marcas por regido [Haring et al., 2007]. Utilizando um Bioruptor (Diagenode),
determinou-se que as melhores condic¢des para sonicagdo seriam de 13 ciclos de 30 segundos com
sonicacao, mais 30 em repouso, com sonicacao de baixa intensidade. Os fragmentos obtidos apds

a sonicacdo tém um tamanho médio de ~300 pb (Figura 15).
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Figura 13 — Quantidade relativa de fragmentos amplificados por gPCR, obtidos de amostras
cuja cromatina foi fixada com 0%, 0.8% e 1% de p-formaldeido, durante um minuto de
infiltracdo. Para cada condigdo purificou-se DNA fixado, cuja fixagao foi, ou ndo, revertida
—decrosslink e crosslink respetivamente. O grafico em baixo é uma ampliacéo para clarificar
relagdes entre amostras crosslink.
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20 m Decrosslink
0 T T 1
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Figura 14 — Quantidade relatiava de fragmentos amplificados por gPCR, obtidos de amostras
cuja cromatina foi fixada com 0% (H.0) e 0.8% (4 e 28 °C) de p-formaldeido, durante um
minuto de infiltracdo. A cromatina das duas amostras comparadas foi obtida em condicdo de
stress a estudar e em controlo. Para cada condi¢do purificou-se DNA, cuja fixacdo foi, ou
ndo, revertida — decrosslink e crosslink respetivamente. O gréafico em baixo é uma ampliacéo
para clarificar relagBes entre amostras crosslink.
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Eficacia de sonicacao.

Nipponbare Dongjin HAC704 DMT706
A B C D. . B R GLHEXASEACSRNSMERSEEAO SR O

4°C 28 °C 4°C 28°C 4°C 28 °C 4°C

Figura 15 — Sonicagdo da cromatina. Cromatina sonicada (B, D, F, H, J, M, O, Q) e ndo-sonicada
(A,C,E, G, I, L, N, P)emgel de electroforese. Foi usado ‘O’gene ruler DNA ladder’ como meio de
determinag&o de tamanhos moleculares (X).
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i. Os padrdes histonicos no promotor de OsDREBI1B s&o influenciados pelo

gendtipo.

A incidéncia das marcas histonicas foi calculada como %input (ou percentagem de DNA-
alvo que é precipitado com os anti-corpos). Para esse efeito foi feita a quantificacdo por qPCR,
do fragmento de DNA presente nas amostras input (DNA-alvo total, presente na amostra), AB
(DNA-alvo precipitado com anti-corpos) e NoAB (DNA-alvo precipitado sem anti-corpos)
obtidas para cada imunoprecipitacdo (a origem destas amostras estd descrita na seccdo de

Métodos). Apds as quantificacbes pdde-se calcular a %input com a seguinte férmula:
AB—NoAB
input

%input =

A imunoprecipitacdo da cromatina foi feita com os anticorpos para H3K9ac e H4K5ac,
marcas essencialmente associadas a ativagdo transcricional. A analise de imunoprecipitacdo da
cromatina foi feita com 4 pares de primers para regides especificas do promotor de OsDREB1B
(Figura 16). A quantificagdo de marcas histonicas é representada pelos fragmentos amplificados
a partir dessas regides (F/R1, 2, 3 e 4).

A presenca da modificacao histonica H3K9ac foi avaliada em Nipponbare e Dongjin, em
condicdes controlo (28 °C) versus stress de frio (4 °C). No fragmento mais afastado em relacao
ao ATG (F/R4 na regido de -519 a -355 pares de bases) a marca H3K9ac é particularmente
abundante em Dongjin em condigdes controlo, mas menos em condigdes de stress de frio (Figura
17). Esta marca encontra-se coincidentemente presente na regido mais préxima do ATG de ambas
as linhas (fragmento F/R1), tanto em condic¢Ges controlo, como em stress (Figura 18). No
fragmento F/R4 de Nipponbare houve uma %input bastante reduzida, demonstrando uma possivel
diferenca que a regido representa na regulacdo de OsDREBI1B entre Nipponbare e Dongjin.
Relativamente, a marca H4K5ac, a %input foi bastante menor que a obtida com H3K9ac, exceto

na regido [-280; -121] pb de Nipponbare em condicdes de stress (Figura 18).

ATG
-500 -30Q -100
| i r OsDREB1

F/R4 F/R3 F/R2 F/R1

Figura 16 — Representacgdo das regides do promotor de OsDREB1B analisadas. Os fragmentos amplificados
estdo representados por FR1 [-151; -3]; FR2 [-280; -121]; FR3 [-394; -227]; FR4 [-519; -355]. Os circulos
vermelhos indicam os sitios de ligacdo de fatores de transcrigdo (zinc-fingers do tipo C2H2) identificados
em Nipponbare [Figueiredo et al., 2012].
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FIR4 F/R3 F/IR2 F/IR1

H3K9ac
[-519; -355] [-394; -227] [-280; -121] [-151; -3]
0,8 0,8 08 0,8
0,6 0,6 0,6 0,6
0,4 0,4 0,4 0,4
Nipponbare
0,2 0,2 0,2 0,2
, Wl , , Hm 0
m28°C m4°C m28°C m4°C m238°C m4°C m28°C m4°C
0,8 0,8 08 0,8
0,6 0,6 0,6 0,6
0,4 0,4 0,4 0,4
Dongjin
0,2 I 0,2 0,2 I 0,2
. , Im , Em |
m28°C m4°C m28°C m4°C m28°C m4°C m238°C m4°C

Figura 17 - Percentagem de cromatina imunoprecipitada com o anticorpo contra a H3K9ac para
determinadas regides do promotor do gene OsDREB1B, de Nipponbare e Dongjin sob condi¢bes de
controlo (28 °C) e stress (4 °C). N&o esté exposto o valor para o fragmento [-394; -227] pb de Nipponbare
sob stress.

F/R4 F/R3 F/R2
H4K5ac
[-519; -355] [-394; -227] [-280; -121]
0,8 08 0,8
0,6 0,6 0,6
0,4 0,4 0,4
Nipponbare
0,2 0,2 0,2 I
0 f— 0 f— 0 —
m28°C m4°C H28°C m4°C m28°C m4°C
0,8 0,8 0,8
0,6 0,6 0,6
0,4 0,4 0,4
Dongjin
0,2 0,2 0,2
0 — — 0 — 0
H28°C W4°C H28°C m4°C H28°C W4°C

Figura 18 — Percentagem de cromatina imunoprecipitada com anticorpo contra a H3K9ac para determinadas
regides do promotor do gene OsDREB1B, de Nipponbare e Dongjin sob condi¢des de controlo (28 °C) e
stress (4 °C).
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ii. Reducé&o das marcas H3K9ac e H4K5ac nos epi-mutantes

A marca H3K9ac (Figura 19), no caso dos mutantes, apresenta-se com nivel presencial
muito baixo. Em Dongjin esta marca encontra-se presente na regido mais proxima do ATG, tanto
em condigdes controlo como em stress (Figura 17). Adicionalmente, em Dongjin, no fragmento
mais afastado em relagdo ao ATG (F/R4 na regido de -519 a -355 pares de bases) H3K9ac é
particularmente abundante em condic@es controlo, mas menos em condicdes de stress de frio. Os
valores de %input de H3K9ac nos mutantes s&o muito reduzidos comparativamente a Dongjin
(wt) (Figura 19) e ndo apresentam diferencas relevantes entre elas (Figura 17). A marca H4K5ac
apresenta pouca ou nenhuma presenca nos trés fragmentos analisados (F/R2, 3 e 4), em Dongjin,
HAC704 ou DMT706, indicando que ndo se encontrava presente em grande extensao nos tecidos
analisados. N&o foram observadas alteracBes na paisagem histonica das marcas H3K9ac ou
H4K5ac dos mutantes em condigdes de stress de frio (Figuras 19 e 20). O codigo histonico de
H3K9ac presente em Dongjin ndo se encontra estabelecido nos mutantes, tanto em condigdes

controlo como em stress de frio.
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FIR1
[-151; -3]

m28°C m4°C

m28°C m4°C

m28°C m4°C

Figura 19 - Percentagem de cromatina imunoprecipitada com anticorpo contra a H3K9ac para determinadas
regifes do promotor do gene OsDREB1B, de Dongjin, HAC704 e DMT706 sob condic6es de controlo (28
°C) e stress (4 °C). Nao estdo expostos valores para o controlo da linha HAC704 pois a amostra ndo péde

ser utilizada.

66



F/R4 F/IR3 F/R2

H4K5ac
[-519; -355] [-394; -227] [-280; -121]
0,8 0,8 0,8
0,6 0,6 0,6
0,4 0,4 0,4
Dongjin
0,2 0,2 0,2
0 —— 0 — 0
m28°C M4°C m28°C m4°C m23°C m4°C
0,8 0,8 0,8
0,6 0,6 0,6
0,4 0,4 0,4
HAC704
0,2 0,2 0,2
H28°C m4°C H28°C WM4°C H28°C WM4°C
0,8 0,8 0,8
0,6 0,6 0,6
0,4 0,4 0,4
DMT706
0,2 0,2 0,2
0 — | 0 — | 0 —
H28°C M4°C H28°C M4°C H23°C M4°C

Figura 20 — Percentagem de amostras de cromatina imunoprecipitada com anticorpo contra a H3K9ac para
determinadas regies do promotor do gene OsDREB1B, de Dongjin, HAC704 e DMT706 sob condicdes de
controlo (28 °C) e stress (4 °C).
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V - Discussao

1. Ainducéo da expressao do gene OsDREB1B em resposta ao frio € influenciada

pelo genotipo e pela intensidade luminosa

A indugdo da expressdo do gene OsDREB1B em resposta ao stress abidtico de frio tem
sido extensivamente referenciada na literatura [Liu et al., 1998; Dubouzet et al., 2003; Figueiredo
et al., 2012]. No presente estudo, todas as linhas testadas, Nipponbare, Dongjin, HAC704 e
DMT706, apresentaram uma sobre-expressdo de OsDREB1B, apds imposi¢do de um stress de
frio durante 4 horas, no entanto foi possivel detetar diferencas de expressdo e sobre-expressdo do
gene entre Nipponbare e Dongjin sendo que o gene é mais sobre-expresso em Nipponbare que
em Dongjin, em resposta ao frio.

A expressdo do gene OsDREB1B também € sensivel a variacdo de intensidade luminosa
uma vez que em Nipponbare a transicdo entre 500 pmol de fotdes.m2.s? durante o crescimento
das plantas, para 200 umol de fotdes.m?.s* durante a aplicacdo do stress de frio, levou a uma
maior expressdo de OsDREB1B, em controlo e apds o stress, em comparagdo com 0 ensaio de
menor intensidade de luz durante a fase de crescimento. Em contraste, a intensidade de luz
constante, durante a fase de crescimento e de aplica¢do do stress, esteve associada a redugdes de
expressdao de OsDREB1B em Nipponbare na ordem dos 68 e 30%, em controlo e stress
respetivamente em comparagdo com o ensaio de maior intensidade luminosa durante a fase de
crescimento. Relativamente a Dongjin, registou-se uma menor expressdo de OsDREB1B, sob
stress e luminosidade invariavel, nomeadamente, menos 20% que no ensaio com maior
luminosidade na fase de crescimento. Por outro lado, em condic¢des controlo, Dongjin demonstrou
ter maior expressdo sob luminosidade constante (mais 73%) do que no ensaio com reducgdo da
intensidade luminosidade. Especificamente, Dongjin, sob intensidade de luz constante,
apresentou uma elevada expressdo de OsDREB1B em condi¢fes controlo e uma expressao
reduzida em condicGes de stress, o que ndo foi observado no ensaio com redugdo de intensidade
de luz. Uma hipétese possivel para a baixa expressdao de OSDREB1B no controlo de Dongjin, ao
reduzir a intensidade luminosa, € a de que acaba por ndo haver necessidade por parte das plantas
de repor o nimero de transcritos até estimulo em contrario, uma vez que, havendo uma presenca
prévia de um elevado nimero de transcritos e mantendo-se a temperatura, 0 gene nao foi
necessariamente mais induzido. Adicionalmente, ao reduzir a intensidade luminosa houve uma
diminuicdo da excitagdo termodinamica, e consequentemente da expressdo de OsDREB1B,
justificando-se que tenha havido uma reducdo do numero de transcritos, antes que estes fossem
repostos pelo sistema transcricional. Em condi¢des de stress a necessidade de repor o nimero de

transcritos foi realcada pelo frio e pela reducdo da intensidade luminosa, pelo que a sobre-
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expressao foi muito induzida (ao contrario da resposta observada no controlo). Em condicGes de
stress, a dupla redugdo de excitacdo termodinamica, nomeadamente a reducéo de intensidade de
luz e de temperatura, podem ter contribuido conjuntamente para uma expressdo anormalmente
elevada do gene em Dongjin. Resumidamente, em condi¢des de luminosidade constante, Dongjin
apresenta geralmente maiores niveis de expressdo de OSDREB1B que Nipponbare, mas neste
caso, por ser esse 0 seu comportamento normal, em temperatura controlo ndo houve uma
necessidade de aumentar a expressdo de OSDREB1B ao reduzir-se a intensidade de luz incidente,
pois ja& haveria um numero considerdvel de transcritos. Uma hipdtese plausivel é de que a
expressdo de OsDREBIB seja adicionalmente induzida pela reducdo subita da intensidade
luminosa (uma vez que terd sido a Unica diferenca entre ensaios), justificando o maior nimero de
transcritos tanto para Nipponbare em controlo e stress, como para Dongjin sob stress; no caso de
Dongjin, a reducdo de transcritos de OSDREB1B em controlo, apds redugdo de luminosidade,
poderd ter sido causada pela manutencdo da temperatura e o elevado numero de transcritos
previamente presente. Adicionalmente, 0 maior nimero de transcritos, em condic¢fes controlo e
de luminosidade constante mostra que para condi¢Bes luminosas invariaveis existe uma maior
expressao basal de OsDREB1B em Dongjin. Um maior nimero de transcritos pode indicar que,
em Dongjin, este gene é regulado por um sistema de negative-feedback loop, ou seja, a presenca
de um maior nimero de transcritos podera atuar como percursor para a metilacdo de DNA no
promotor de OsDREB1B, tal como se pode ver pela menor sobre-expressao deste gene em
Dongjin. Uma maior indugdo em condigdes controlo, com uma menor sobre-expressdo em
condicbes de stress, tal como se péde observar para Dongjin em condi¢des de luminosidade
constante, denunciam um efeito retroactivo por parte de OsDREB1B. Considerando que a
expressdo de OsDREB1B esta envolvida na resposta/tolerancia a baixas temperaturas [Ito et al.,
2006] e tendo em conta a maior atividade transcricional do gene em Dongjin, relacionada com
maior acessibilidade de regifes do promotor a complexos transcricionais, é possivel que Dongjin
seja mais apta a tolerar baixas temperaturas. Ambas as espécies, Dongjin e Nipponbare, sdo
tolerantes ao stress de frio [Jiang et al., 2008; Kim et al., 2009], mas provavelmente com
tolerancias diferentes conforme a incidéncia do stress. Uma vez que o stress de frio tem muitos

envolventes intracelulares, sera de esperar que ndo exista uma so escala de tolerancia.
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2. A inducdo da expressdo do gene OsDREB1B pode ser correlacionada com o

padréo de modificacdes de histonas

Com o intuito de estabelecer correlagBes entre padrbes de expressdo OsDREBI1B e
modifica¢des de histonas, procurou-se decifrar o padrdo de marcas histonicas nomeadamente de
H4K5ac, e H3K9ac ao nivel de regides especificas do promotor do gene.

Na literatura, a marca H4K5ac tem sido associada a genes importantes na definicdo da
especificidade celular impedindo a compactacao destas regides da cromatina durante a mitose e
assegurando uma transcricdo rapida [Zhao et al., 2011]. Adicionalmente, a marca H4K5ac foi
associada a interface meristema proximal - regido de elongacdo e em tecidos vasculares de
Arabidopsis, sendo hipotética a sua relagdo com a diferenciacdo celular [Braszewska-Zalewska
et al., 2013]. Em milho, a marca H4K5ac estéa associada a genes de regulacao do ciclo celular sob
stresses abidticos [Zhao et al., 2014] e em ratos esta correlacionada com genes expressos durante
a aprendizagem [Park et al., 2013] sugerindo uma possivel relevancia desta marca com o processo
de aclimatacdo a stresses abioticos. Neste trabalho, a marca H4K5ac tem uma presenca reduzida
em Dongjin, nas regides analisadas F/R4, 3 e 2 e nas condig¢Oes testadas enquanto que em
Nipponbare, tem uma presenca relativamente maior na regido F/R2 (de -280 a -121 pb) sob
condicdes de stress, sugerindo que nesta linha a expresséo de OsDREB1B possa estar relacionada
com uma expressdo diferenciadamente induzida, ou eventualmente com um processo de
aclimatacéo.

No que diz respeito & marca H3K9ac, os resultados de imunoprecipitagdo mostram que,
na regido de F/R4 (de -519 a -355 pb), Dongjin apresenta presenca 8 vezes maior em controlo e
2.5 vezes mais em stress do que Nipponbare. Considerando que a marca H3K9ac esta associada
a promotores de genes com estado de cromatina permissiva para transcrigdo [Karmodiya et al.,
2012] e que em Nipponbare foi identificado nesta regido um sitio de ligagdo para um factor de
transcricdo repressor [Figueiredo et al., 2012] ¢é plausivel colocar a hipétese de que em Dongjin
o efeito repressivo do factor de transcri¢do seja limitado pela presenga de H3K9ac em condigdes
controlo, e que a expressio de OSDREB1B seja promovida pela histona acetilada. E ainda possivel
que o efeito repressor do factor de transcricdo em Nipponbare, ndo s6 ndo se apresente em
Dongjin, como também a regula¢do de OSDREB1B em Dongjin possa ser influenciada em maior
extensdo pelo nimero de transcritos, e hipoteticamente por um sistema de negative-feedback loop
de metilagdo com siRNA repressor - ou RdDM (RNA-directed DNA methylation) (Figura 21).
Esta possibilidade é reforcada pela maior permissividade transcricional na regido F/R4 de Dongjin
em controlo comparativamente a uma condicdo de stress o que estd de acordo com a
predomindncia da marca H3KO9ac, cerca de 4 vezes mais, em condi¢fes controlo e com 0s

resultados de expressdao do gene em Dongjin no ensaio com condi¢des de luz invariaveis.
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Igualmente corroborante de uma regulacdo epigenética mais transcricionalmente ativa em
Dongjin, devido ao maior nimero de transcritos, é o facto de esta linha apresentar também uma
maior incidéncia da marca H3K9ac em F/R2 e 3 (de -280 a -121 e de -394 a -227 pares de bases
relativas ao ATG do promotor de OsDREB1B respectivamente) sugerindo que na regido de -519
a -121 pares de bases do promotor a estrutura da cromatina possa ser mais descompactada em
Dongjin que em Nipponbare.

Nipponbare Dongjin

DREBI1B —

Menor expressio em
condi¢des controlo
(menos H3K9ac e
provavelmente mais

DREB1B —

Maior expressdo em
condigdes controlo
(mais H3K%ac e
provavelmente mais

Zinc-finger repressor) Zinc-finger repressor
Menor permissividade Maior permissividade
( transcricional ( transcricional
Menor mimero de Maior nimero de
mRNAs mRNAs

MetilagZo pouco MetilagZo mais induzida
induzida que em Nipponbare

DREBIB * DREBIB *
Sobre-expressdo Sobre-expressdo
elevada em condigdes reduzida em condigdes
de stress de frio. de stress de frio.

Com inducdo adicional
por parte de H4K5ac

Figura 21 - Hipdtese para a regulacéo diferencial do gene OsDREB1B em Nipponbare versus Donjin.
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3. Ainducdo da expressdo do gene OsSDREB1B em resposta ao frio é potenciada pela

presenca de epimutacdes

Os dois mutantes estudados, HAC704 e DMT706, sdo knockouts de uma acetiltransferase
histonica (oshac704) e de uma de novo metiltransferase de DNA (osdrm2) respectivamente, e sdo
ferramentas importantes para a compreensdo da influéncia destas epi-enzimas na regulagéo
epigenética de genes especificos. Uma vez que a metilagdo de DNA, quando localizada em
regides promotoras de genes, é geralmente uma marca associada a repressao transcricional
[Suzuki e Bird, 2008] é expectavel que a mutacdo osdrm?2 esteja associada a hipometilagdo do
DNA e subsequente aumento de expressao de genes especificos. O presente estudo de expressdo
do gene OsDREB1B no mutante DMT706 revelou niveis de sobre-expressdo mais elevados ¢4
vezes mais) de OsDREB1B em stress de frio que em Dongjin (wt) sugerindo que a metilagdo
possa ter um papel relevante na regulacdo epigenética deste gene. Adicionalmente, pode também
haver o envolvimento de siRNA ou ncRNA na metilacio de DNA (RNA-directed DNA
Methyltransferase) [Sharma et al., 2009; Moritoh et al., 2012] sendo também possivel que a maior
sobre expressao do gene seja uma consequéncia indireta da auséncia de OsDRM2. Séo, no entanto,
necessarias mais andlises para confirmar o envolvimento de OSDRM2 na metilacdo da regido
promotora de OsDREB1B.

No knockout de oshac704 é expectavel um fendtipo molecular de hipoacetilagdo global e
subsequente reducéo de niveis de expressao de genes especificos, dado a acetilacdo histonica estar
geralmente associada a uma maior permissividade transcricional, de promotores/genes onde
existam estas marcas. No entanto, no presente estudo, a sobre-expressdo de OsDREB1B
apresentou-se mais elevada em HAC704 (mutante) do que em Dongjin, registando-se um
incremento de aproximadamente 1.5 vezes. Considerando que em arroz existem oito
acetiltransferases [Liu et al., 2012] é possivel que haja um efeito compensatorio entre diferentes
acetiltransferases pelo que os niveis globais de acetilagdo podem nédo ser substancialmente

alterados.

4. Alteragdo da paisagem histdnica em mutantes epigenéticos

Neste estudo procuramos avaliar se a presenca de epimutacBes especificas podera
influenciar o padréo de modificagdes de histonas do promotor de OsDREB1B. Ambos os mutantes
apresentam %input bastante reduzidas para a marca H3K9ac. Os dois fragmentos nos quais
Dongjin apresentava maior incidéncia de H3K9ac (F/R1 e 4, [-151; -3] e [-519; -355]

respectivamente) apresentaram-se, nas linhas mutantes, com niveis aproximadamente basais
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destas marcas. Assim sendo, a sobre-expressdo de OsDREB1B nos mutantes poderd ndo ser
determinada pela marca H3K9ac.

No que diz respeito a marca H4K5ac em Dongjin e mutantes, registaram-se %input muito
baixas. A linha DMT706 foi a que apresentou valores mais altos da marca H4K5ac
particularmente na proximidade do ATG em condig¢des controlo, aumentando gradualmente a
medida que a distancia aumenta em relagdo ao sitio de inicio da transcrigdo. Em contraste, a linha
HAC704 apresenta, maior incidéncia da marca H4K5ac na proximidade do ATG em condi¢des
de stress de frio, e um aumento nas restantes regioes em condigdes controlo. No entanto, a marca
H4K5ac ndo apresentou indicios de incidéncia relevante em Dongjin, HAC704 ou DMT706,
sendo os valores similares aos mais baixos registados em Nipponbare sugerindo que a indugéo de
sobre-expressdo de OsDREB1B podera ndo estar relacionada com a presenga desta marca e
portanto a inducdo deste gene podera depender de outras marcas ou outros mecanismos
adicionais. Num sistema em que exista uma deficiéncia enzimatico-funcional de descompactagao
da cromatina, como poderd acontecer na linha HAC704, é expectavel que existam outros
mecanismos de descompactagcdo que permitam uma acessibilidade vidvel aos genes por parte da
maquinaria transcricional. O efeito da mutacdo oshac704 pode ser compensado pela existéncia
das diferentes acetilases histonicas identificadas em arroz [Liu et al., 2012].

A linha DMT706, com a mutagdo osdrm2, uma de novo metiltransferase de DNA, pode
ser um outro exemplo de um organismo com mecanismos de tolerancia a insuficiéncia regulatoria
da estrutura da cromatina pois esta patente a falta de uma enzima muito importante para a
metilacdo de novo de DNA que permite a atribuicdo de grupos metilo em todos os contextos de
sequéncia (periferia de citosinas), e na manutencdo de metilagdo em grupos ndo-CG [Cao e
Jacobsen, 2002a; Cao et al., 2003]. Muito embora a frequéncia de plantas viaveis seja afetada, é
possivel que ocorra um novo estabelecimento de homeostase celular de forma a manter uma
relacdo funcional entre metabolismo e expressdo genética, que seja permissivo a variacdo
necessaria da estrutura da cromatina como forma de regular a expressdo de genes. A linha
DMT706 apresenta uma taxa de sobrevivéncia bastante reduzida (19%) e elevada sobre-expresséo
de OsDREB1B (maior que em HAC704), o que indica que esta enzima apresenta um papel
relevante na regulacdo genética (Figura 22). Assim sendo, uma nova homeostase, estabelecida
para uma estrutura funcional da cromatina, apresenta provavelmente uma permissividade
transcricional mais generalizada pois a metilacdo de DNA é mais estavel e abrangente que as
modificagdes histonicas (aplicadas por OsHAC704 por exemplo). Apesar de existirem 10
metiltransferases [Sharma et al., 2009] e oito acetiltransferases [Liu et al., 2012] identificadas em
arroz, ¢ justificavel que a taxa de sobrevivéncia no mutante HAC704 tenha sido maior que a de
DMT706 (50 contra 19%) pois esta modificacdo faz parte de um mecanismo epiregulador menos
abrangente e especifico, enquanto OsDRM2 faz parte de um grupo mais restrito de

metiltransferases (as de novo metiltransferases) com fungdes particularmente importantes no
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funcionamento celular. Portanto, é expectavel que em DMT706 ocorra ndo s6 um aumento de
expressao de OsDREB1B, mas também de muitos outros genes cuja metilacdo de DNA tera sido
parcialmente diminuida. Esta hipétese justifica a reduzida taxa de sobrevivéncia na linha

DMT706 bem como a elevada sobre-expressdo de OSDREB1B nesta linha pois podera envolver

uma maior pressao sobre os sistemas de regulacéo (epi)genética.

HAC704

DREBI1B —
Express3o idéntica ou
maior & de Dongjin em
condigdes controlo (menos
H3K9%ac, menos acetilagdo
de uma forma geral Zinc-
finger??)
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transcricional maior?

Numero de mRNAs maior
ou semelhante a Dongjin

( Metilagd0???

. DREBIB
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que em Dongjin em
condi¢des de srress de
frio.

DMT706
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Numero de mRNAs maior
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siRNAs +

Jor

Metilag3o
expectavelmente menor

@ 299

DREBIB -
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e

Figura 22 - Hip6tese para a regulacdo diferencial do gene OsDREB1B na presenca de epimutagdes.
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5. Ainducdo da expressdo do gene OsDREB1B em resposta ao frio é influenciada

pelo tratamento com drogas remodeladoras da cromatina

A 5-azacitidina é uma droga que se incorpora em RNA e DNA, e consequentemente
provoca alteracGes das marcas epigenéticas estabelecidas nomeadamente, hipometilacdo global
do DNA e rearranjo da cromatina [Santos et al., 2002] podendo também ter efeitos na paisagem
histonica causando a perda de histonas metiladas [Komashko et al., 2010]. A tricostatina A, é
uma droga inibidora de desacetilases que induz a hiperacetilacdo das histonas.

Neste estudo, o tratamento com 5-azacitidina (5-AC) causou alteragdes na expressédo de
OsDREB1B nomeadamente, Dongjin e mutantes apresentam um declive de sobre-expressdo de
OsDREB1B semelhante ao observado no tratamento de frio, na auséncia de droga. A 5-AC tem
uma acao repressora de OsSDREB1B, mas ndo de forma especifica sugerindo que a regulagao deste
gene seja influenciada por outros mecanismos reguladores. A tricostatina A, por outro lado,
apresenta uma normalizacdo generalizada da expressdo e sobre-expressdo de OsDREB1B, em
todas as linhas estudadas sendo os valores de amplificagdo de expressdo relativamente
semelhantes entre si, independentemente do background genético ou epigenético. Em milho, a
droga TSA foi referida como sendo capaz de inibir seletivamente a transcrigdo do gene DREB1
que é fortemente induzido por frio [Hu et al., 2011]. Neste trabalho, esta droga causou uma
inducdo da expressdo de OsDREB1B o que estara relacionado com o efeito hiperacetilante e

indutor de permissividade transcricional da cromatina desta droga.
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VI - Conclus@es e Perspetivas futuras

Com o presente trabalho concluiu-se que o stress de frio (4 °C) induz a expressdo de
OsDREB1B em todas as linhas analisadas, sendo a sobre-expressao do gene maior em Nipponbare
gue nos restantes gendtipos. Na presenca de epimutac6es, nomeadamente os knockouts de osdrm2
(DMT706) e de oshac704 (HAC704) o gene OsDREB1B é mais expresso do que em Dongjin
(wt), sendo que a inducdo da expressdo em resposta ao frio foi maior em DMT706 que em
HAC704. Relativamente ao padrdo de marcas histonicas ao longo do promotor de OsDREB1B,
Nipponbare e Dongjin apresentaram diferengas. Dongjin registou uma maior predominancia da
marca H3K9ac na regido de -519 a -355 pares de bases em relagdo ao ATG em condic6es controlo
(28 °C) enquanto Nipponbare possui maior presenca de H4K5ac na regido de -280 a -121 pares
de bases sob stress de frio (4 °C) sugerindo que a regulacdo epigenética de OsDREB1B seja
influenciado pelo gendtipo. No caso dos epi-mutantes (HAC704 e DMT706) registou-se um
empobrecimento das marcas histonicas testadas sugerindo que a expressao de OsDREB1B néo
depende necessariamente da presenca de OSDRM2 nem de OsHAC704 para a sua sobre-expressao
em condicdes de stress de frio.

No que diz respeito a perspetivas futuras, seria importante a analise simultanea de
diferentes marcas e de uma forma integrada com a especificidade celular. O sistema de micro-
fluidica desenvolvido para células de animais, pode permitir decifrar com melhor qualidade e
precisdo diferentes marcas histénicas em simultaneo. Novas abordagens no estudo de marcas
epigenéticas podem também passar pelo estudo de marcas contextualizantes, como é o caso da
glutationilagdo histonica, uma marca com grande abrangéncia e relevancia intracelular, que nos
permite interligar respostas epigenéticas adaptativas com estados energéticos varidveis. O
envolvimento da glutationilagéo histonica na resposta epigenética a stresses pode ser um bom
indicador tanto de respostas a stresses, como um possivel normalizador entre respostas cruzadas
como no caso do stress osmético com o stress de frio, ou ainda um delator de diferentes estados
energéticos celulares, que podem influenciar ndo sé as respostas a stress como a atribuicao de

outras marcas epigenéticas.
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VIII - Anexos

Mutantes de Dongjin
Linhas mutantes adquiridas de POSTECH

DMT706 = osdrm2 mutant (LOC_0s03902010)

3A-08043

HAC704 - oshac704 mutant (LOC_0s06949130)

4A-01884

Figura 23 — Insercfes de T-DNA nos genes de interesse (OsDRM2 e OsHAC704 respetivamente).

A B 4A-01884 4A-01884 4A-01884 4A-01884
3A-08043 WT (1) (2) (3) (8 WT

Figura 24 - RT-PCR semi-quantitativo demonstrando o silenciamento dos genes nas linhas mutantes.
OsActin usado como controlo.



Solucgbes

1. Meio Yoshida
Para fazer o meio Yoshida foi necessario produzir 6 solucdes stock, 5 delas denominadas
de Macronutrientes, e a restante de Micronutrientes.
1.1. Macronutrientes
As solugdes de Macronutrientes foram feitas, com as seguintes massas pesadas, para um
volume de 200 ml cada uma: para a solucédo de nitrato de aménia (NH4NO; — Duchefa) dissolveu-
se 12,28 gramas; para fosfato de sédio (NaH.PO..H,O — Riedel-de Haén dissolveu-se 8,046
gramas; para sulfato de potéssio (K.SO: — Fluka) 14,28 gramas; para o cloreto de célcio
(CaCl,.2H,0 — Duchefa) 23,43 gramas; e para o sulfato de magnésio (MgSQO,4.7H.0 — Sigma)
64,8 gramas.
1.2.  Micronutrientes
A solucdo Micronutrientes foi feita utilizando as seguintes massas de cada constituinte:
0.2544 gramas de cloreto de manganés (MnCls.4H;0 — Sigma); 0.0148 gramas de molibdato de
amonia ((NH4)sM07024 — Fluka); 0.007 gramas de sulfato de zinco (ZnSQ4.7H,0 — Duchefa);
0.1868 gramas de acido borico (HsBOs — Duchefa); 0.0062 de sulfato de cobre (CuSO4.5H,0 —
Duchefa); 1.54 gramas de cloreto férrico (FeCls.6H,0 — Fluka); e 2.38 gramas de &cido citrico
(CsHsO7.H20 — Sigma).

As anteriores massas foram entéo utilizadas para fazer a solucéo stock de Micronutrientes.
Para tal dissolveu-se o cloreto férrico em 10 ml de &gua, e 0s restantes em apenas 5 ml; misturou-
se as 7 solugdes em 100 ml de &gua, e agitou-se durante 15 minutos. A seguir adicionou-se 10 ml
de &cido sulfdrico (H.SO. — Sigma-Aldrich) e aferiu-se com agua até aos 200 ml totais, sempre
com agitagéo.

2. Solugdes stock
2.1. Benlato
Dissolveu-se 1 grama de benlato/carbendazim (Sigma) em 1 litro de &gua bidestilada, e
esterilizou-se em autoclave.
2.2. Solucéo de 5-Azacitidina
Dissolveu-se 39.1 mg de 5-azacitidina (Sigma-Aldrich) em 2 | de meio Yoshida, e
esterilizou-se em autoclave. A concentracdo final pretendida foi de 80 uM. [Yamamoto et
al., 2015] [Zhang et al., 2013]
2.3. Solucéo de Tricostatina A
Diluiu-se 750 pl de tricostatina A (Sigma-Aldrich - 10 mM em DMSO) em Yoshida, para
um total de 0.5 | de meio com droga, e esterilizou-se em autoclave. A concentragéo final
pretendida foi de 15 pM. [Baubec et al., 2009] [Zhang et al., 2013]
2.4.  Solugdes stock para imunoprecipitacdo de cromatina (ChlIP)

2.4.1. B-mercaptoetanol

Foi usada uma solugéo stock de B-mercaptoetanol (14.3 M) da Sigma-Aldrich.

2.4.2. Butirato de Sédio

Dissolveu-se butirato de sddio (Aldrich) em agua bidestilada, e guardou-se a solucao
em condigBes ambiente, com o schott envolvido em aluminio para evitar a degradacéo
oxidativa induzida pela luz ambiente. A concentracéo final pretendida foi de 250 mM.

2.43. DTT (ditiotreitol)

Dissolveu-se ditiotreitol (Sigma-Aldrich) em &agua bidestilada, e esterilizou-se a
solugdo.

A concentracdo final pretendida foi de 1 M.

Esta solucéo foi aliquotada (1 ml por cada eppendorf de 1.5 ml) e guardada a -20 °C até
ser usada.

2.4.4. EDTApHS8
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Dissolveu-se 18.61 gramas de &cido etilenodiaminotetra-acético (EDTA — Duchefa) em
100 ml de &gua, e esterilizou-se a solucdo. A concentracdo final pretendida foi de 0.5
M.

2.45. Formaldeido

Foi usada uma solucdo stock de p-formaldeido (37 % [v/v]) da Sigma-Aldrich. Esta
solucdo é fulcral para a fixagdo da cromatina, e portanto deve-se apresentar transparente
e integra, ou seja, se se apresentar com cor amarelada ndo deve ser usada para esta
funcdo pois encontrar-se-a oxidada, e como tal degradada.

2.4.6. Glicina

Dissolve-se 13.513 gramas de Glicina sélida (Sigma) por cada 45 ml aferidos com &gua
milli-Q, de forma a obter uma solucdo de concentracdo 2 M. Depois de dissolvido, com
agitacdo, a solucdo tem que ser passada por filtros com porosidade de 0.2 um, e
guardada a 4 °C até ser usada.

Esta solucdo deve ser usada no proprio dia, ou no dia seguinte, para evitar incluir
contaminacdes no passo de fixacdo da cromatina.

2.4.7. Inibidor de proteases

A solucéo de inibicdo de proteases foi feita dissolvendo 6 pastilhas/tablets de Complete
protease inhibitor (Roche) para obter uma solucdo 25x concentrada.
Para efeito de conservacao guardou-se a solucdo a -20 °C até que fosse necessaria.
2.4.8. LiCl

Dissolve-se 8,478 gramas de cloreto de litio (Sigma) em 50 ml de agua bidestilada e
esterilizou-se a solucéo.

A concentracdo final pretendida foi de 4 M.

A solucdo foi guardada em condigdes ambiente.

2.4.9. MgCl,(6H20)

Dissolveu-se 10.17 gramas de dicloreto de magnésio hexahidratado (MgCl,.6H.0O -
Duchefa) em 50 ml de agua bidestilada, e esterilizou-se a solucdo. A solucdo final
pretendida foi de 1 M.

2.4.10. NaCl

Dissolveu-se NaCl (Duchefa) em &gua bidestilada de forma a obter uma concentracdo
de 5 M, e autoclavou-se a solugdo para a esterilizar.

2.4.11. PMSF (fenilmetilsulfonil flGior)

Foi usada uma solucéo stock de PMSF (100 mM).

2.4.12. Tris-HCI pH 6.8

Dissolveu-se 12.11 gramas de Tris(hidroximetil)/Trizma (Duchefa) em 100 ml de 4gua
bidestilada, e adicionou-se HCI (AppliChem) até a solucéo atingir pH de 6.8. De seguida
esterilizou-se a solucéo em autoclave.

A concentracdo final pretendida foi de 1 M.

2.4.13. Tris-HCI pH 8

Dissolveu-se 30.29 gramas de Tris(hidroximetil)/Trizma (Duchefa) em 250 ml de agua
bidestilada, e adicionou-se HCI (AppliChem) até a solucdo atingir pH de 8.0. De seguida
esterilizou-se a solucdo em autoclave.

A concentracéo final pretendida foi de 1 M.

2.4.14. Triton X-100

Utilizou-se Triton X-100 (20 M) da (Thermofisher).

2.4.15. SDS (dodecil sulfato de sodio)

Dissolveu-se dodecil sulfato de sodio (SDS — Sigma) em pd, de forma a obter uma
solucdo de 10% m/v em &gua bidestilada (p.ex.: 10 gramas/100 ml). A solugdo foi
guardada em condic¢des ambiente.

2.4.16. Sucrose

Dissolve-se 150.612 gramas de Sucrose (Duchefa) por cada 110 ml aferidos com agua
milli-Q, de forma a obter uma concentracdo final 2 M. Depois de dissolver o agucar,
com agitagéo, a a solucdo tem que ser passada por filtro com porosidade de 0.45 um, e
guardada a 4 °C até ser usada.
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Esta solucdo deve ser usada no proprio dia, ou no dia seguinte, para evitar incluir
contaminacdes no passo de infiltracdo e/ou fixacdo da cromatina.

2.4.17. Tampobes para Imunoprecipitacao da cromatina (ChlP)

2.4.17.1. Passo de Infiltracéo

Os volumes em seguidas discriminados sdo para uma amostra apenas. E portanto
necessario multiplicar o volume total de tamp&o pelo nimero de amostras a utilizar,
para analises ou ensaios mais extensos.

Todos os tampOes devem ser feitos no préprio dia, para evitar contaminacdes, e
variacao de concentracfes por evaporacdo de solventes.

2.4.17.1.1. Tampéo A

Misturou-se os seguintes volumes de solucdes stock, para um total de 200 ml
aferidos com agua bidestilada esterilizada: 8 ml da solucéo de butirato de
sodio (stock a 250 mM); 40 ml de sucrose (2M); 2 ml de Tris pH 8 (1 M); 70
ul de pB-mercaptoetanol (14,3 M — Sigma-Aldrich); 200 pl de PMSF (100
mM); e 4.324 ml de formaldeido (37% v/v), para obter uma concentracdo final
de 0.8 % (v/v).

2.4.17.1.2. Tampéo B

Misturou-se os seguintes volumes de solucdes stock, para um total de 40 ml
aferidos com agua bidestilada esterilizada: 1.6 ml de butirato de sédio (250
mM); 8 ml de sucrose (2M); 400 ul de Tris pH 8 (1 M); 13.99 ul de B-
mercaptoetanol (14.3 M — Sigma-Aldrich); 40 ul de PMSF (100 mM); e 800
ul de Complete protease inhibitor (25x - Roche).

24.17.1.3. Tampéo C

Misturou-se os seguintes volumes de solugdes stock, para um total de 1 ml
aferido com &gua bidestilada e esterilizada: 40 pl de butirato de sédio (250
mM); 125 ul de sucrose (2M); 10 ul de Tris pH 8 (1 M); 0.35 ul B-
mercaptoetanol (14.3 M — Sigma-Aldrich); 1 pl de PMSF (100 mM); 10 pl de
MgCl; (1 M); 50 ul de Triton X-100 (Thermofisher); e 40 ul de Complete
protease inhibitor (25x — Roche).

2.417.1.4. Tampédo D

Misturou-se os seguintes volumes de solugdes stock, para um total de 1.8 ml
aferidos com agua bidestilada e esterilizada: 72 pl de butirato de sodio (250
mM); 1.476 ml de sucrose (2M); 18 ul de Tris pH 8 (1 M); 0.6 ul de B-
mercaptoetanol (14.3 M — Sigma-Aldrich); 1.8 pl de PMSF (100 mM); 3.6 pl
de MgCl; (1 M); 13.5 ul de Triton X-100 Thermofisher); e 72 ul de Complete
protease inhibitor (25x — Roche).

24.17.1.5. TampaoE

Misturou-se os seguintes volumes de solugdes stock, para um total de 300 pl
aferidos com agua bidestilada e esterilizada: 7.5 pl de Tris pH 8 (1 M); 3 ul
de EDTA pH 8 (0.5 M); 15 pl de SDS (10% m/v); 0.3 pl de PMSF (100 mM);
e 12 pl de Complete protease inhibitor (25x — Roche).

24.17.1.6. TampéoF

Misturou-se os seguintes volumes de solugdes stock, para um total de 1.8 ml
aferidos com &gua bidestilada e esterilizada: 90 pl de Tris pH 8 (1 M); 3.6 pl
de EDTA pH 8 (0.5 M); 54 pl de NaCl (5 M); 9 ul de Triton X-100
(Thermofisher).

24.17.1.7. Tampao G

Misturou-se os seguintes volumes de solucGes stock, para um total de 300 pl
aferidos com &gua bidestilada e esterilizada: 18.8 pl de Tris pH 8 (1 M); 12 pl
de NaCl (5 M); 60 pl de SDS (10% m/v); 3 ul de DTT (1 M).
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2.4.17.2. Passo de Lavagem
Depois de feitas, todas as seguintes solucbes foram esterilizadas em autoclave.

2.4.17.2.1. Tampéao de lavagem de LiCl

Misturou-se os seguintes volumes de soluc@es stock, para um total de 500 ml
aferidos com &gua bidestilada: 31.25 ml de LiCl (4 M); 25 ml de Igepal (Sigma
Aldrich); 5 gramas de desoxicolato sédico (Sigma-Aldrich); 1 ml de EDTA

pH 8 (0.5 M); e 10 ml de Tris pH 8 (1 M).
2.4.17.2.2. Tampao de lavagem de Low salt

Misturou-se os seguintes volumes de solugdes stock, para um total de 500 ml
aferidos com agua bidestilada: 15 ml de NaCl (5 M); 5 ml de SDS (10% m/v);
25 ml de Triton X-100 (ThermoFisher); 2 ml de EDTA pH 8 (0.5 M); 10 ml

de Tris pH 8 (1 M).
2.4.17.2.3. Tampdao de lavagem de High salt

Misturou-se os seguintes volumes de soluc@es stock, para um total de 500 ml
aferidos com agua bidestilada: 50 ml de NaCl (5 M); 5 ml de SDS (10% m/v);
25 ml de Triton X-100 (ThermoFisher); 2 ml de EDTA pH 8 (0.5 M); 10 ml

Tris pH 8 (1 M).
2.4.17.2.4. Tampao de lavagem de TE

Misturou-se os seguintes volumes de solucdes stock, para um total de 500 ml
aferidos com &gua bidestilada: 5 ml de Tris pH 8 (1 M); e 1 ml de EDTA pH

8 (0.5 M).
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