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Resumo 

 

O arroz (Oryza sativa L.) constitui a principal fonte de alimento para mais de metade da 

população mundial. O frio tem um grande impacto no desenvolvimento da planta de arroz com 

efeitos negativos ao nível da produtividade e economia mundial. Os mecanismos epigenéticos 

associados a alterações estruturais da cromatina estão envolvidos nos mecanismos de resposta das 

plantas a stresses abióticos. O foco do presente trabalho consistiu na compreensão da influência 

de fatores epigenéticos, nomeadamente de modificações de histonas, na regulação transcricional 

de um gene específico (OsDREB1B) envolvido na resposta de arroz ao stress de frio. O estudo da 

regulação epigenética deste gene envolveu a utilização de plantas de arroz com mutações 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 genótipos de arroz analisados, no entanto, a indução do gene em resposta ao stress de 

frio é maior em Nipponbare que em Dongjin. Nos genótipos que apresentam epimutações, 

nomeadamente o knockout de osdrm2 (DMT706) e de oshac704 (HAC704), o gene OsDREB1B 

é mais expresso que no respetivo genótipo selvagem (Dongjin), sendo que a indução da expressão 

em resposta ao frio foi maior em DMT706 do que em HAC704. A análise do padrão de marcas 

histónicas ao longo do promotor de OsDREB1B, através da imunoprecipitação da cromatina 

(ChIP) com anticorpos específicos, revelou que, em resposta ao frio (4ºC), Dongjin apresenta uma 

menor predominância da marca H3K9ac na região de -519 a -355 pares de bases (antes do ATG), 

enquanto que Nipponbare possui maior presença de H4K5ac na região de -280  a -121 pares de 

bases, sugerindo que a regulação epigenética de OsDREB1B seja influenciada pelo genótipo. No 

caso dos epi-mutantes (HAC704 e DMT706) registou-se um empobrecimento das marcas 

histónicas testadas sugerindo que a indução da expressão do OsDREB1B em reposta ao stress 

provocado pelo frio não depende necessariamente da presença de OsDRM2 nem de OsHAC704. 

Uma visão integrada da paisagem epigenética e do transcriptoma, perspetiva uma melhor 

compreensão dos mecanismos envolvidos na resposta da planta a condições 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, código histónico, stress de frio, 

epimutações, imunoprecipitação 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 OsDREB1B 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 

(HAC704) 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 OsDREB1B’s promoter through chromatin immunoprecipitation 

(ChIP) 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 OsDREB1B is influenced by genotype. Mutant-wise (HAC704 

and DMT706) a lessening of both marks’ presence was registered, suggesting that the expression 

of OsDREB1B 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 - Introdução 

 

 

1. Porquê estudar o arroz? 

 

O arroz (Oryza sativa L.) é uma das plantas de cultivo com maior importância na história 

da humanidade, tendo sido alvo de domesticação 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, económico e nutricional uma cultura particularmente importante a nível mundial 

[Khush et al., 1997, Bouman et al., 2007]. O arroz representa a principal fonte de alimento para 

mais de metade da população mundial [Bouman et al., 2007]. A produção de arroz em todo o 

mundo representa, em 2002, mais de 520 milhões de toneladas por ano, produzidos em 146 

milhões de hectares, com um rendimento de cerca de 3,5 toneladas por hectare [Fairhurst e 

Dobermann, 2002]. Dado o aumento crescente da população mundial, torna-se imperativo 

aumentar a produção de arroz e no sentido de responder às necessidades alimentares estima-se 

que em 2035 seja possível alcançar uma produção global de arroz de aproximadamente 550 

milhões de toneladas, o que corresponde a um aumento de consumo africano de arroz na ordem 

dos 130% relativamente a 2010 [Seck et al., 2012]. De entre os países da comunidade europeia, 

Portugal apresenta o maior consumo per capita de arroz, aproximadamente 16 kg/capita/ano 

[FAOSTAT, Portugal 2011] mas apesar disso a produção de arroz em Portugal corresponde 

apenas a aproximadamente 60% do valor consumido [FAOSTAT, Portugal 2011] e este facto 

deve-se principalmente à extrema sensibilidade do arroz a condições ambientais adversas, por 

exemplo, o frio. De uma forma geral, as alterações climáticas globais como o aumento da 

temperatura, salinidade dos solos e de um modo geral ondas imprevisíveis de registos climáticos, 

contribuem para um aumento da exposição das plantas a condições de stress com consequências 

diretas ao nível da produtividade do arroz [Mittler et al. 2010].  

O arroz é uma planta modelo para estudos de genómica funcional em monocotiledóneas 

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 é muito semelhante à encontrada em 

outros cereais como o trigo e o milho [Moore et al. 1995]. O genoma de arroz é relativamente 

pequeno (389MB) e está completamente sequenciado (International Rice Genome Sequencing 

Project, 2005). Adicionalmente, há uma coleção considerável de mutantes que permitem a 

realização de estudos funcionais ao nível da regulação génica [Krishnan et al. 2009]. 

 

 

 

 

http://www.plantphysiol.org/content/149/1/165.full#ref-13
http://www.plantphysiol.org/content/149/1/165.full#ref-13
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2. O impacto do frio na produtividade de arroz 

 

A nível mundial, são vários os exemplos do efeito do frio ao nível da produtividade de 

arroz. Na Austrália, os cultivadores de arroz sofreram perdas de entre 0.5 a 2.5 t/ha em 75% dos 

anos registados, em consequência das baixas temperaturas durante o estágio reprodutivo [Singh 

et al., 2005] o que resultou numa perda de 23.2 milhões de dólares por ano [Farrel et al., 2001, 

Cruz et al., 2013]. No norte do Japão, nomeadamente na região de Tohoku que é uma das mais 

frias regiões em que se produz arroz, registaram-se reduções severas de produtividade, por 

exemplo, em 1993 a média de rendimento de arroz em Tohoku foi 44% menor que o normal, 

resultando numa perda de 0.65 milhões de toneladas de cereal com uma redução de 80% em 

determinadas regiões [Shimono et al., 2007]. Na Coreia, a produção de arroz também é afetada 

pela exposição a baixas temperaturas em qualquer fase de desenvolvimento, desde a germinação 

até à maturação tendo sido registadas perdas de rendimento na ordem dos 26% em áreas de cultivo 

sujeitas a stress de frio durante a fase reprodutiva [Lee, 2001]. No Brasil, o maior produtor de 

arroz fora da Ásia, as culturas de arroz também são afetadas pela exposição 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 exposição ao frio o que impede a sua cultura a norte do Mondego. 

Por exemplo, em 2011, a produção de arroz em Portugal atingiu 122.000 toneladas o que 

representa apenas cerca de 60% das necessidades do país [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 tolerância 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 já identificadas várias linhas com diferentes graus de 

tolerância 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 têm um impacto 

acentuado em fases sensíveis do desenvolvimento como a germinação e a fase reprodutiva [Zhang 

et al., 2013, Kim et al., 2011]. O frio está associado à degeneração da panícula, anormalidades na 

formação do grão, nomeadamente a maturação irregular do grão com um consequente atraso na 

produção e redução da fertilidade e qualidade [Suh et al., 2010]. Segundo Heenan (1984), em 

variedades sensíveis ao frio apenas 30% das panículas permanecem férteis após 4 dias de 

exposição a 12 °C, estando correlacionada a influência deste stress no número de grãos e 

esterilidade do pólen durante a ântese [Nishiyama, 1984; Satake e Hiroshi, 1970]. Outros efeitos 

do frio manifestam-se ao nível do desenvolvimento da planta verificando-se um atraso na 

germinação, induzindo também uma diminuição do tamanho das plantas e da sua capacidade 

fotossintética em grande parte associada à despigmentação foliar (clorose) [Yoshida et al., 1996]. 
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Adicionalmente, as temperaturas baixas e/ou congelantes estão associadas a stress osmótico 

[Chinnusamy et al., 2004] e potencialmente a necroses ou mesmo à morte da planta. Em contraste, 

as variedades tolerantes a baixas temperaturas são, obviamente, capazes de crescer nessas 

condições, embora possam também apresentar alguns dos sintomas mencionados [Sanghera et 

al., 2011].  

 

 

3. Mecanismos de resposta da planta ao frio 

 

A resposta ao frio é muito complexa envolvendo várias vias metabólicas, compartimentos 

celulares e mecanismos de regulação genética [Hannah et al., 2005]. Geralmente, plantas de 

origem tropical, ou subtropical, exibem graus variáveis de tolerância ao frio, podendo aumentar 

esta tolerância quando exposta a baixas temperaturas. Este processo denomina-se aclimatação 

[Tomashow et al., 1999]. Neste contexto, a adaptação ao stress de frio durante a aclimatação 

envolve uma reprogramação da expressão genética e modificações ao nível do metabolismo 

[Chinnusamy et al., 2010].  

 

 

i. Alterações induzidas por stress osmótico 

Os sensores diretos de baixas temperaturas são ainda desconhecidos mas é sabido que as 

plantas podem sentir variações de temperatura através da alteração física das propriedades 

membranares ou mais concretamente da redução da fluidez membranar durante o stress de frio 

[Orvar et al., 2000] o que pode induzir a expressão de genes de resposta ao frio nomeadamente 

dos genes COR (cold-regulated genes) [Orvar et al., 2000; Sangwan et al., 2001]. Imediatamente 

após a exposição a um stress de frio ocorre um aumento de Ca2+ citosólico, induzido pela redução 

na fluidez membranar e cujo aumento transiente regula a expressão de genes COR [Knight et al., 

1991]. O sinal nuclear do Ca2+ pode ser descodificado por várias vias tais como CaM (calmodulin) 

e CMLs (CaM-like), CDPKs e/ou CCaMK (Ca2+- and Ca2+/CaM-dependent protein kinases), 

CAMTA (CaM-ligant transcriptional activator), CBLs (calcineurin B-like proteins) e CIPKs 

(CBL-interacting protein kinases). Adicionalmente, o aumento de Ca2+ citosólico pode também 

implicar um aumento da sua concentração ao nível do núcleo via complexos porosos [Mauger et 

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

A relevância 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 COR6.6 codificam desidrinas, também 

conhecidas como proteínas LEA do grupo 2 (LEA II) [Ingram et al., 1996] induzidos pelo stress 

de frio [Tomashow et al., 1998]. Pensa-se que as proteínas LEA são importantes para a 

estabilização membranar e prevenção da agregação proteica [Hundermarkt et al., 2008]. As 

Desidrinas ERD10 (early response to dehydration10) e ERD14 funcionam como “chaperones” 

interagindo com vesículas fosfolipídicas através de forças eletrostáticas [Kiyosue et al., 1994; 

Kovacs et al., 2008]. Outras proteínas, como a HSP (heat shock protein), têm a sua expressão 

também induzida pelo frio [Timperio et al., 2008]. A HSP tem como função proteger a membrana 

celular, renaturar e desagregar proteínas [Timperio et al., 2008; Renaut et al., 2006]. 

Em arroz a sobre-expressão de TPP1 (trehalose-6-phosphate phosphatase 1) melhora a 

tolerância da planta ao frio [Ge et al., 2008]. A trealose é um dissacárido não redutível que atua 

como um metabolito de proteção de stress e a sua acumulação tem sido associada a uma melhor 

tolerância da planta ao frio e a outros stresses abióticos [Jang et al., 2003]. O frio, em arroz, induz, 

através da fosforilação mediada por CDPKs (estimulada por Ca2+ - Figura 1) [Martin e Busconi 

2001; Chinnusamy et al., 2007] a expressão dos genes OsICE1 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 (síntese de trealose) [Pramanik e Imai, 2005] 

que são fatores de transcrição de genes de resposta a stress e que consequentemente regulam os 

COR (ou genes regulados pelo frio) [Nakamura et al., 2011]. 

O gene DREB1B 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 algodão [Shan et al., 2007] 

demonstrando assim a sua relevância biológica. A expressão de DREB1B como parte da resposta 

a variados stresses abióticos nomeadamente osmótico [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 

níveis de sobre-expressão deste gene. Em arroz, o DREB1B (LOC_Os09g35010, Oryza sativa) 

tem sido extensivamente referido como tendo um papel particularmente relevante na resposta ao 

stress de frio. Este gene pertence à sub-família Drought/Dehydration Responsive Element Binding 

1 ou C-REPEAT BINDING FACTOR (DREB1/CBF). Estas proteínas ligam-se a elementos de 

resposta à secura (DREBs) especialmente DREB1A, DREB1B, DREB2A e DREB2B, e são os 

fatores de transcrição mais relevantes na regulação da expressão de genes em resposta ao frio, 

salinidade, desidratação e toque/contacto [Stockinger et al., 1997; Liu et al., 1998; Dubouzet et 
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al., 2003]. Estas proteínas ligam-se especificamente a elementos cis DRE/CRT, A/GCCGAC e 

ativam a transcrição 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-expressão do gene OsDREB1 resulta numa maior tolerância a temperaturas congelantes, à 

secura e ainda à elevada salinidade [Ito et al., 2006]. 

 

 

 

Figura 1 – Redes genética e metabólicas envolvidas na resposta ao stress de frio em plantas. Adaptada de 

[Chinnusamy et al., 2007].  
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4. Regulação da expressão de genes de resposta ao frio 

 

Têm sido identificados vários fatores responsáveis pela regulação da expressão dos genes 

DREB1/CBF. Em Arabidopsis foram identificados vários fatores de transcrição com papel 

regulador da expressão dos genes DREB1/CBF como é o caso do ICE1 [Chinnusamy et al., 2003], 

CAMTA3 [Doherty et al., 2009], MYB15 [Agarwal et al., 2006], PIF7 [Kidokoro et al., 2009] e 

CCA1 e LHY [Dong et al., 2011]. Em arroz, foram identificados vários fatores de transcrição, 

nomeadamente Zn-Finger, como reguladores da expressão do gene OsDREB1B [Figueiredo et 

al., 2012]. Adicionalmente, outros fatores, tais como a exportação de mRNA e translação proteica, 

foram também descritos como tendo um papel na modulação dos níveis de DREB1/CBF [Gong 

et al., 2005; Guo et al., 2002]. 

 

 

i. Regulação pós-transcricional 

Os mecanismos pós-transcricionais baseados em splicing alternativo, processamento de 

pré-mRNA, estabilidade e silenciamento de RNA, e exportação do núcleo têm um papel muito 

importante na aclimatação e tolerância ao frio. O processamento e exportação de pré-mRNA são 

processos muito importantes na regulação da expressão genética [Han et al., 2011]. As plantas 

regulam a exportação, dependente de stress, de mRNA do núcleo e da tradução seletiva de genes 

associados a stress, aumentando a estabilidade dos transcritos [Ambrosone et al., 2012]. A 

sequenciação de cDNAs de arroz demonstrou que 21% dos genes expressos sofrem splicing 

alternativo [Wang et al., 2006]. Apesar de a maioria dos splices alternativos não estar ainda 

caracterizada, foi demonstrado o papel de vários genes codificantes de cinases proteicas, fatores 

de transcrição e reguladores de splicing na otimização de respostas a stresses abióticos [Zhou et 

al., 2008]. 

 

 

ii. Regulação pós-translacional 

Em arroz existem duas proteínas, OsICE1 e OsICE2, funcionalmente conservadas em 

plantas superiores, que reconhecem domínios MYC, e que têm como função regular a expressão 

dos genes OsDREB1B, OsHsfA3 e OsTSPP1 e de outros genes específicos envolvidos na 

regulação 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 regulação da resposta ao frio são 

expressos sob stress de frio ou de salinidade [Chinnusamy et al., 2003; Nakamura et al., 2011]. 

Ainda não se sabe como é regulada a expressão e manutenção destas proteínas em arroz, no 

entanto foi já demonstrada a variação da sua atividade de acordo com diferentes modificações 

pós-translacionais [Nakamura et al., 2011]. Segundo Lourenço et al., (2013), em arroz, ICE1 
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demonstrou ter degradação dependente da ubiquitinação 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 degradação de ICE1 pela SUMOilação dependente de SIZ1 

foi também correlacionada com a resposta ao stress de frio [Miura et al., 2007]. Os homólogos 

de SIZ1 em arroz, OsSIZ1 e OsSIZ2, também são passíveis de SUMOilar, mas o seu 

envolvimento na regulação das OsICE1-2 ainda não está estabelecido [Park et al., 2010]. A 

fosforilação de AtICE1 em regiões ricas em serinas também está envolvida na sinalização do 

stress de frio [Chinnusamy et al., 2003]. Muito embora ainda não estejam caracterizados os 

intervenientes diretos nesta fosforilação, existem várias linhas de investigação que já 

demonstraram a variação da expressão e atividade enzimática de cinases proteicas dependentes 

de Ca2+ em arroz, tais como as OsCDPKs [Wan et al., 2007] e OsSAPK [Kobayashi et al., 2005]. 

É portanto razoável assumir o envolvimento destas cinases na fosforilação das proteínas OsICE 

[Chinnusamy et al., 2003] levando à indução de genes “downstream” induzidos por frio, através 

da ubiquitinação ou SUMOilação destas proteínas [Dong et al., 2006; Miura e Hasegawa, 2010; 

Miura et al., 2007]. 

 

 

iii. Regulação via influência dos plastídeos/organelos 

Tal como no caso das membranas, os cloroplastos têm também um papel na perceção da 

temperatura ambiente por parte das plantas [Huner et al., 1998; Ivanov et al., 2012]. As baixas 

temperaturas geram um desequilíbrio entre a capacidade de aproveitar a energia luminosa 

incidente e a capacidade de a transformar em metabolitos redutores, causando uma pressão de 

excitação excessiva no Fotossistema II (PSII). Este processo, denominado de fotoinibição, pode 

levar à produção de espécies reativas de oxigénio (ROS) que por sua vez podem levar à 

degradação do aparato fotossintético, danificando células inteiras e atuando presumivelmente 

como um mensageiro secundário [Scheller et al., 2005; Tyystjarvi et al., 2013]. Uma vez que a 

fixação fotossintética de CO2 é muito limitada a baixas temperaturas, a fotoinibição ocorre 

também sob condições de pouca luminosidade [Takahashi e Murata, 2008]. A tolerância a baixas 

temperaturas induzida pela fotoinibição e regulada pela fixação de CO2, pode portanto ser um dos 

mecanismos envolvidos na aclimatação ao frio. A sobre-redução do PSII pode também atuar 

como um dos sinais de indução de expressão de CORs, pois muitos destes genes também atuam 

sob condições de elevada luminosidade [Ndong et al., 2001]. Variedades tolerantes ao frio, como 

o espinafre, trigo invernal, centeio ou fava, conseguem manter altas velocidades de assimilação 

de CO2, por alterarem o conteúdo de RubisCO e a eficiência de azoto, dependendo da temperatura 

ambiente enquanto plantas sensíveis ao frio como é o caso do arroz, pepino ou tabaco não 

conseguem levar a cabo essa estratégia [Yamori et al., 2010]. A intensidade luminosa e a 

temperatura ambiente podem estar integradas na alteração do consumo de eletrões de transdução 
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de sinal nos cloroplastos, e na iniciação do sinal do percurso metabólico transdutor [Ivanov et al., 

2012] explicando a coordenação de expressão genética, entre plastídeos e núcleo, necessária à 

adaptação adequada à temperatura ambiente.  

Nas mitocôndrias de plantas ocorre um efeito análogo à fotoinibição associada aos 

cloroplastos, gerando-se também um excesso de espécies reativas de oxigénio (ROS) devido à 

redução de ATP e a mudanças no fluxo de Ca2+. As espécies reativas de oxigénio atuam 

indiretamente como sinais entre plastídeos e núcleo 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 súbito de energia ou uma falha energética em 

resultado de condições termodinamicamente desfavoráveis como por exemplo a exposição a 

baixas temperaturas pode ser induzida uma morte celular programada que muitas vezes está 

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

 

 

5. Regulação Epigenética: mecanismos e funções 

 

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 metáfora visual para descrever uma “paisagem epigenética” 

(Figura 2) [Goldberg et al., 2007]. Mais recentemente, Allis et al., (2007) introduziu uma 

definição molecular de epigenética referindo-se ao estudo de alterações ao nível da transcrição de 

genes associadas à estrutura da cromatina, não sendo portanto atribuídas a alterações na sequência 

do DNA. O termo epimutação refere-se a uma alteração de atividade genética transmitida entre 

gerações devido a modificação químicas ao nível do DNA e não à ocorrência de mutações na 

sequência do DNA [Holliday et al., 1987], por outras palavras envolve uma transmissão meiótica 

e/ou mitótica, de marcas epigenéticas, em vez de transmissão de variantes de DNA [Oey e 

Whitelaw, 2014].  

A regulação epigenética refere-se à modulação da atividade de genes através de 

modificações químicas do DNA e das histonas associadas ao DNA relacionando-se com a 

estrutura tridimensional da cromatina. Os mecanismos de regulação epigenética são fulcrais na 

regulação da expressão de genes e terão muito provavelmente surgido como mecanismos de 

defesa do genoma perante potenciais DNAs “parasitas”, transposões e vírus [Groudine et al., 

1981; Miura et al., 2001]. A interação entre os mecanismos epigenéticos entre si, metilação do 

DNA, modificações de histonas, organização 3D da cromatina e pequenos RNAs, assim como o 

seu impacto na regulação da expressão de genes não 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 informação genética é codificada pelo DNA, cujo comprimento pode ser 

de vários metros. O “empacotamento” do DNA num espaço restrito como o núcleo tridimensional 

exige um elevado nível de compactação e de organização do DNA associado às histonas que no 

seu conjunto constitui a estrutura da cromatina. O nucleossoma é a unidade fundamental da 

cromatina e é composto por um octâmero de histonas nucleares (proteínas) e o respetivo DNA 

genómico que se lhe liga com duas voltas completas. Adicionalmente, o DNA linker permite a 

ligação 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 acessível, e interagem com o DNA através de pontes de hidrogénio e pontes salinas. 

Estas ligações fracas permitem que a interação octâmero-DNA seja maleável, e portanto os 

centros nucleossomais podem reposicionar-se, ou haver mesmo separação entre os dois 

facilitando a atividade transcricional [Clarke et al., 1993]. 

Na cromatina, os nucleossomas funcionam como reguladores da expressão genética, quer 

seja através do recrutamento ou competição com fatores de transcrição, quer pela mudança 

conformacional e estrutural da cromatina [Nicodemi e Pombo, 2014] e/ou de acessibilidade da 

dupla cadeia de DNA genómico [Belmont et al., 2014; Li et al., 2007]. Quando a cromatina se 

encontra descompactada denomina-se de eucromatina, sendo este um estado permissivo de 

transcrição ativa em que os nucleossomas se encontram presumivelmente mais afastados uns dos 

outros; por outro lado, quando a cromatina se encontra compactada, é denominada de 

heterocromatina, estando os nucleossomas mais próximos uns dos outros, impedindo a transcrição 

de uma forma geral (Figura 3). Os nucleossomas atuam também como complexos protetores da 

cromatina, induzindo a sua compactação ou descompactação face a determinados estímulos, tais 

como stresses bióticos ou abióticos que possam afetar o DNA genómico e tem ainda um papel 

importante na regulação do ciclo circadiano, ciclo celular e do stress hidrodinâmico da cromatina 

Diferentes destinos celulares 
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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].  

 

 

Figura 3 – Organização estrutural da cromatina. Estão representados diferentes níveis de compactação da 

cromatina [adaptada de Konsta et al., (2014)]. 

 

 

ii. Modificações de histonas 

As histonas são proteínas básicas com um domínio globular C-terminal e uma cauda N- 

flexível. É no N-terminal das cadeias peptídicas histónicas que ocorrem modificações pós-

tradução (PTMs) ao nível de resíduos específicos tais como acetilação, metilação, fosforilação ou 

ubiquitinação [Li et al., 2007]. Estas modificações estão associadas a diferentes estados de 

compactação/descompactação da cromatina, permitindo respostas mais direcionadas, dependendo 

do conjunto de modificações [Jarillo et al., 2009; Roy et al., 2014; Jasencáková et al., 2000; 

Kouzarides et al., 2007; Li et al., 2007]. As alterações na estrutura de nucleossomas através de 

combinações de variantes histónicas e de modificações covalentes do N-terminal destas proteínas, 

por acetilação, metilação, fosforilação, ubiquitinação, biotinilação, SUMOilação, ou 

glutationilação, constituem no seu conjunto um código histónico [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 “código de histonas” foi originalmente proposto por Jenuwein 

e Allis (2001) e refere-se às diferentes combinações específicas de variantes de histonas e de 
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PTMs que desempenham um papel chave na modulação da organização da cromatina e 

consequentemente na regulação da expressão 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 

ligação de fatores de transcrição 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 modificações pós-traducionais são mediadas por enzimas epigenéticas que regulam o 

código histónico e consequentemente alteram o estado de compactação da cromatina, de forma a 

favorecer, ou não, a interação da dupla cadeia de DNA com os agentes de mecanismos de 

transcrição genética. Têm sido caracterizadas várias enzimas envolvidas na modificação de 

histonas. As acetiltransferases de histonas (HATs) têm uma especificidade relativamente baixa, 

uma vez que cada enzima pode modificar vários resíduos de lisina diferentes, embora algumas 

possam estar especificamente limitadas a determinados resíduos [Kouzarides et al., 2007]. Em 

contraste, as metiltransferases (HMTs) apresentam elevada especificidade podendo ocorrer uma 

única modificação de lisina ao nível de uma única histona [Bannister e Kouzarides, 2005]. As 

acetiltransferases, desacetilases (HDACs), metiltransferases (HMTs) e desmetilases (HDMS) de 

histonas foram isoladas ou identificadas em várias 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 não é claramente compreendido [Zhao et al., 2014; Liu et al., 2012; 

Braszewska-Zalewska et al., 2013; Aquea et al., 2010; Papaefthimiou e Tsaftaris, 2012]. 

A acetilação dos resíduos de lisina está associada a um aumento do potencial 

eletroquímico das histonas enfraquecendo a força de ligação entre histonas e DNA tornando assim 

a cromatina mais “relaxada” e por isso facilitadora da atividade transcricional. A diminuição da 

força de interação entre o centro nucleossomal e o DNA faz com que esta modificação esteja 

geralmente associada a um aumento da expressão genética. A glutationilação histónica em 

resíduos de cisteína por outro lado é uma marca pós-translacional histónica que atua como sinal 

redox entre mitocôndrias e núcleo celular [Hartl e Finkemeier, 2012]. As espécies reativas de 

oxigénio estão continuamente a ser criadas como produto secundário da respiração, e atuam como 

base para o estado energético celular, assim como na identificação de stresses que possam atuar 

sobre o estado redox mitocondrial. As espécies reativas de oxigénio, a glutationa, a glutationilação 

histónica e a sua transmissibilidade mitocôndria-núcleo atuam como ponte para o reconhecimento 

necessário à indução da alteração de estado da cromatina, como resposta a eventuais estímulos 

[Hartl e Finkemeier, 2012]. A acetilação da lisina 5, a mais próxima do N-terminal, da histona 4 

(H4K5ac), é normalmente tida como uma referência pois existe em genes importantes na 

definição da especificidade celular impedindo a compactação destas regiões da cromatina durante 
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a mitose e assegurando uma transcrição rápida [Zhao et al., 2011]. De uma forma geral, a 

acetilação de histonas tem efeitos regulatórios em vários processos metabólicos e de 

desenvolvimento [Close et al., 2010; Xing e Poirier, 2012]. A acetilação de lisinas está por 

exemplo envolvida na homeostase energética e na regulação do fluxo carbónico, existindo uma 

elevada correlação com estados de cromatina permissivos. A título de exemplo, as marcas H4K5 

e H4K12 são passíveis de ser transmitidas durante a mitose e estão envolvidas no recrutamento 

de um bromodomínio (BRD4) que leva a uma descompactação da cromatina, que por sua vez está 

associada a ativação transcricional [Zhao et al., 2011]. Em animais, a marca H4K5ac tem sido 

relacionada com a expressão de genes expressos durante a aprendizagem em ratos [Park et al., 

2013]. Em Arabidopsis, a marca H4K5ac apresenta maior predominância entre o meristema e a 

região de elongação (interface de diferenciação) e, ao nível da região de elongação apresentou-se 

maioritariamente presente em tecidos vasculares sugerindo a relação da H4K5ac com a 

diferenciação celular [Braszewska-Zalewska et al., 2013]. Por outro lado existem resíduos que 

podem ser acetilados ou metilados, tal como a marca H3K9 (lisina 9 da histona 3). A acetilação 

da H3K9 é uma modificação bastante importante, estando essencialmente relacionada com 

promotores de genes ativos [Kurdistani et al., 2004; Liu et al., 2005]. A H3K9ac também 

apresenta elevada correlação 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 versão monometilada (H3K9me1) estar enriquecida no sítio do início de 

transcrição de genes ativos, este resíduo tem ainda versões di e trimetiladas encontradas em genes 

silenciados [Barski et al., 2007]. De uma forma geral, a metilação de H3K9 é tida como uma 

marca heterocromática associada a cromatina transcricionalmente inativa. 
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iii. Metilação do DNA  

 A metilação de DNA foi primeiramente teorizada por Hotchkiss (1948) com a descoberta 

da 5-metilcitosina (5mC) e consiste na ligação de um grupo metilo (-CH3) 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 metilação do DNA pode ocorrer também em contexto assimétrico CHH em que H = A, 

C, ou T. Parte da atribuição 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 metilação de 

SAM pode ser mediada por ATP ou por MAT1A, dependendo esta última do equilíbrio redox da 

glutationa (GSH/GSSG) [García-Gímenes e Pallardó, 2014; Niedzwiecki et al., 2013]. A 

glutationa é um péptido com três resíduos, geralmente associado à transferência e manutenção do 

potencial redox para a homeostase celular. Ainda está por caracterizar a correlação entre o 

equilíbrio redox da glutationa e eventuais alterações em marcas epigenéticas, quer sejam 

metilação de DNA ou modificações pós-translacionais histónicas.  

 O estabelecimento de metilação do DNA envolve as metiltransferases de DNA (MTases) 

que são responsáveis pela ligação de grupos metilo a citosinas. Há quatro famílias principais de 

MTases de plantas identificadas e com funções distintas, nomeadamente de novo e/ou metilação 

de manutenção, DRM (domains rearranged methylases), MET1 (methylase 1), CMT 

(chromomethyltransferase) e o homólogo de metiltransferase de DNA 2 (Dnmt2) [Zhang et al., 

2010]. O padrão de metilação do DNA pode também ser editado, via de novo metilação ou 

desmetilação. Em mamíferos, algumas metiltransferases de DNA (ou DNMT) permitem o 

estabelecimento de novos padrões de metilação do DNA e são portanto denominadas por de novo 

DNMTs. Por outro lado, existem DNMTs que funcionam durante a replicação de DNA, copiando 

padrões de metilação da cadeia parental, para a cadeia recém-sintetizada. Ambos os grupos de 

DNMTs estão envolvidos, em grande extensão, no desenvolvimento do embrião em mamíferos 

[Lan et al., 2013]. Quando as células atingem o término de diferenciação, a expressão destas 

enzimas é bastante reduzida, sugerindo que o padrão de metilação de DNA celular pós-mitótico 

seja estável [Moore et al., 2012]. A desmetilação de DNA pode ocorrer de forma passiva ou ativa. 

A desmetilação passiva ocorre durante a replicação de DNA, em que as citosinas metiladas são 

trocadas por outras sem marcas; a desmetilação ativa envolve o mecanismo de reparação de DNA, 

com a excisão de bases mediada por glicosilases de DNA, sem que ocorra a replicação de DNA 

[Ikeda e Kinoshita, 2008]. 

 O significado funcional da metilação do DNA na regulação da expressão de genes foi 

inicialmente sugerida por Holliday & Pugh, 1975. A metilação do DNA está envolvida no 

silenciamento de retrovírus, elementos transponíveis, transgenes, inativação do cromossoma X 

em fêmeas de mamíferos sendo um interveniente fulcral na regulação da expressão de genes 

[Groudine et al., 1981; Miura et al., 2001; Matzke et al., 1996; Allen et al., 1992]. A metilação 
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do DNA, quando localizada em regiões promotoras de genes, é geralmente uma marca associada 

à repressão de genes [Suzuki e Bird, 2008]. O significado da presença de metilação ao nível de 

regiões codificantes é ainda pouco claro. A presença de metilação ao nível de regiões codificantes 

tem sido referida como compatível com a transcrição de genes [Zhang et al., 2006; Zilberman et 

al., 2007, Zhang et al., 2008]. 

 Outro caso de influência na metilação de DNA é o da metilação direcionada por RNA 

(RdDM ou RNA-directed DNA methylation), mais concretamente siRNAs (pequenos RNAs de 

interferência). Existem percursos metabólicos complexos, que geram siRNA homólogos a 

sequências 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 três 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 domínio N-

terminal UBA, um motivo proteico comum em eucariotas, com dois loops conservados que 

interagem com proteínas da via de ubiquitinação, e que está associado à reparação de excisão por 

UV do DNA, e à sinalização celular por via de cinases proteicas [Kozlov et al., 2007; Mueller e 

Feigon, 2002] e também da OsDRM3 como promotor para a manutenção da metilação 

direcionada por RNA de grupos CG não-metilados. A OsDRM3 é um parálogo da OsDRM2, com 

um centro catalítico mutado e expressão independente desta. A OsDRM2 actua então sob forma 

de complexo na remoção de siRNA e atribuição de metilação, impedindo ou induzindo a atividade 

de RNA/DNA polimerases tal como proposto por Dangwal et al. (2013). Ambos os domínios 

UBA (N-terminal) e da metiltransferase (C-terminal) da DRM2, assim como siRNA (24 nt) e a 

DRM3, são necessários para a correta atividade de metilação desta epi-enzima [Henderson et al., 

2010]. O domínio UBA poderá estar envolvido no reconhecimento da DRM2 por parte de outras 

enzimas, potencialmente indicando estados específicos da cromatina [Henderson et al., 2010]. O 

domínio UBA de OsDRM2 poderá também funcionar como ponto de complexação com o fator 

de iniciação da transcrição eIF4A [Grifo et al., 1982; von der Haar et al., 2002; Abdelhaleem et 

al., 2003] que poderá funcionar como regulador da de novo metiltransferase sendo provavelmente 

uma regulação conjunta [Dangwal et al., 2013]. As metiltransferases OsDRM2 e OsDRM3 

apresentam níveis semelhantes de expressão e são duplamente expressas no meristema apical 

caulinar e nos primórdios do desenvolvimento da panícula de arroz no entanto, existe uma 

diminuição da expressão quando as plantas são submetidas a um stress de frio [Sharma et al., 

2009]. Em arroz, a perda de OsDRM2 induz a aparentes anormalidades fenotípicas como sendo 

um crescimento debilitado [Moritoh et al., 2012; Ferreira et al., 2015] enquanto em Arabidopsis, 

a perda de AtDRM1 ou de AtDRM2 não parece evidenciar efeitos notórios ao nível de fenótipo 

[Cao e Jacobsen, 2002; Wada et al., 2003]. 
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iv. Conexões entre metilação do DNA e modificações histónicas 

Pouco se sabe sobre a ligação ou transferência de marcas epigenéticas entre histonas e 

DNA. A marca H3K9meX (X>1) parece atuar como transferidor de metilação entre moléculas, 

estando já associada a vários mecanismos de compactação e inativação de cromatina em 

mamíferos [Rougeulle et al., 2004; Escamilla-Del-Arenal et al., 2013]. Por um lado, a H3K9me2 

atua como marca de inativação do cromossoma X, ligando a proteína CdyI e a metiltransferase 

G9a, atuando assim na propagação desta marca histónica durante a divisão celular [Escamilla-

Del-Arenal et al., 2013]. Por outro lado, a marca H3K9me3 liga HP1 (proteína heterocromática 

1) à heterocromatina recrutando depois a metiltransferase 3b que metila de novo o DNA [Lehnertz 

et al., 2003]. Sabe-se também que a metilação de H3K9(me2-3) foi considerada um pré-requisito 

na metilação de DNA mediada por Suv39h, em repeats satélite de heterocromatina pericêntrica 

em mamíferos [Lehnertz et al., 2003; Qin et al., 2010].  

 

 

v. Pequenos RNAs não-codificantes (ncRNAs) 

Os pequenos ncRNAs (não-codificantes), mais concretamente micro-RNAs (miRNAs) e 

pequenos RNAs de interferência (siRNAs) desempenham funções repressoras na expressão de 

genes em animais e plantas [Ghildiyal e Zamore, 2009]. Em plantas, os miRNAs têm 

comprimentos de aproximadamente 21 nts, e derivam de transcritos primários mais longos 

(miRNA) [Voinment et al., 2009; Ding et al., 2012]. Os miRNAs reconhecem os mRNA (RNA 

mensageiro) alvo através de complementação de sequências imperfeitas. O RISC (ou complexo 

de silenciamento induzido por RNA) que contém miRNA/siRNA induz o silenciamento genético 

pós-transcricional através da clivagem, ou corte, do mRNA e repressão translacional [Sunkar et 

al., 2012]. Em arroz, vários miRNA regulados pelo frio foram já identificados mas ainda se 

conhece pouco sobre os genes-alvo de miRNA, cujos níveis de expressão são regulados pelo frio 

[Lv et al., 2010]. 

 

 

6. Ferramentas de análise de padrões epigenéticos 

 

Atualmente estão disponíveis várias técnicas passíveis de ser usadas para decifrar marcas 

epigenéticas quer ao nível de genes específicos [Haring et al., 2007] quer ao nível epigenómico 

global [Valouev et al., 2008; Zentner e Henikoff, 2014]. Uma das técnicas comummente 

utilizadas na análise epigenética é a imunoprecipitação da cromatina (ChIP, ChIP-chip, ChIP-seq 

ou High Throughput ChIP) que se baseia na identificação de marcas histónicas ou de DNA através 

da sua seleção com anticorpos. A técnica de ChIP permite isolar fragmentos de cromatina que 
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contenham marcas, ou grupos funcionais específicos, através da sua seleção por adsorção a 

anticorpos posteriormente separados/decantados com beads de agarose [Haring et al., 2007]. Este 

processo ajuda a compreender em que região da dupla cadeia de DNA se encontra a marca alvo 

e permite adicionalmente identificar marcas na dupla cadeia, ou numa proteína a esta associada, 

através da utilização de anticorpos específicos para as moléculas a analisar (X-ChIP ou 

crosslinked-chromatin immunoprecipitation). A deteção da região associada à marca de 

imunoprecipitação é feita através da análise por qPCR, de onde se pode obter uma maior 

amplificação de DNA caso este exista em solução numa proporção estatisticamente relevante. A 

fragmentação da cromatina permite assim ter um melhor foco de associação entre marca e “região 

de DNA” uma vez que, com fragmentos menores, menor será a probabilidade de imunoprecipitar 

regiões adjacentes à pretendida, e consequentemente obtém-se uma quantificação estatística de 

presença de marca para uma região mais restrita e específica. O tamanho ideal para os fragmentos 

está entre os 250 e 300 pares de bases, para que se obtenha uma maior eficiência de 

imunoprecipitação, e maior distinção de a que região pertence qual marca. A espetrometria de 

massa com MALDI-TOF (ou Matrix-Assisted Laser Dessosrption and Ionisation – Time Of 

Flight) é outra técnica que permite a identificação de marcas histónicas permitindo um 

mapeamento ou sequenciamento de aminoácidos presentes e respetivas modificações pós-

translacionais [Villar-Garea et al., 2006]. 

Relativamente à análise de metilação do DNA, a técnica de conversão do DNA com 

bissulfito é comummente usada. As citosinas não metiladas são convertidas em uracilos, 

permitindo assim, com outras técnicas de sequenciação de DNA, determinar padrões de metilação 

ou de DMRs (differentially methylated regions) [Frommer et al., 1992; Li et al., 2012]  

No que diz respeito ao mapeamento de nucleossomas, é possível utilizar técnicas como a 

microscopia eletrónica que permite estudar estados estruturais da cromatina, detetar 

nucleossomas e respetivas posições com a ajuda de enzimas de restrição no caso de sequências 

previamente sequenciadas [Brown et al., 2013]. Por outro lado, a digestão da cromatina com a 

nuclease micrococcal permite que seja feita a digestão de DNA de dupla cadeia deixando os 

nucleossomas intactos para posterior análise, ou seja é útil para analisar as posições 

nucleossomais e respetivas modificações, tanto histónicas como no DNA [Brown et al., 2013]. 

Adicionalmente, o microscópio de força atómica (AFM ou Atomic Force Microscopy) permite 

determinar posições e estabilidades nucleossomais, respetivas forças de ligação histona-DNA, 

cooperação molecular na ocupação da cadeia de DNA entre outras [Lohr et al., 2007; Davies et 

al., 2005]. Esta técnica permite também a análise de corrente elétrica no DNA, o que pode vir a 

adquirir relevância no futuro dado que recentemente Baek et al. (2014) afirmou obter um estado 

celular pluripotente através de uma reprogramação epigenético-celular na presença de campos 

eletromagnéticos. Belyaev et al. (2001) demonstrou também que é possível reorganizar a estrutura 
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da cromatina através da indução de magnetismo de baixa frequência [Desyatnikov et al., 2012; 

Martinez et al., 2014; Metzler et al., 2004; Reith et al., 2012]. 

Para além de técnicas físicas de análise, podem ainda ser consideradas abordagens 

bioquímicas que permitem comparar resultados obtidos em diferentes contextos. A utilização de 

compostos químicos específicos que interferem com os mecanismos epigenéticos influenciando 

o padrão das marcas epigenéticas podem contribuir para uma melhor compreensão da influência 

da plasticidade epigenética na regulação da expressão de genes. A tricostatina A, um ácido 

hidroxâmico, é uma droga muito potente com a capacidade de inibir as desacetilases histónicas 

levando a uma hiperacetilação de histonas. Tanto a tricostatina A como o agente hipometilante 5-

azacitidina causam um aumento global da acetilação da histona 4 [Yang et al., 2010] induzindo a 

descondensação de cromatina interfásica [Tóth et al., 2004]. Devido à sua influência na regulação 

epigenética através da inibição de desacetilases, a tricostatina A tem sido usada no tratamento de 

alguns tipos de cancro, permitindo controlar a progressão do ciclo celular normal podendo causar 

apoptose em tecidos específicos [Yamashita et al., 2003; Kim et al., 2000; Papeleu et al., 2003]. 

Outra técnica bioquímica é o tagging de biomoléculas para deteção por fluorescência que permite 

determinar quantidade relativa e localização in vivo e neste contexto, já se produzem sistemas 

genéticos de expressão transiente que permitem localizar e identificar marcas histónicas in vivo 

[Sato et al., 2013]. 
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II - Objetivos da tese 

 

O presente trabalho tem como foco compreender de que forma o código das histonas pode 

influenciar a regulação transcricional do gene OsDREB1B de arroz (Oryza sativa) envolvido na 

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

 

 A correlação entre a expressão do gene OsDREB1B e marcas pós-translacionais 

histónicas específicas ao nível de determinadas regiões do promotor do gene em 

condições controlo (28ºC) versus stress de frio (4ºC); 

 

 O papel de fatores epigenéticos, nomeadamente de enzimas epigenéticas como sendo uma 

acetiltransferase de histonas (HAT) e uma metiltransferase de DNA (DMT) na regulação 

do padrão de expressão do gene OsDREB1B nomeadamente, perceber qual o impacto que 

a ausência, destas enzimas na modificação da paisagem epigenética mais concretamente 

sobre o código histónico do gene de interesse. 

 

O desenho experimental para responder a estas questões passa por estudos funcionais em 

que se utilizam plantas de arroz com mutações em genes específicos responsáveis pelo 

estabelecimento de marcas epigenéticas e drogas remodeladoras da cromatina, extensivamente 

referidas pelo seu papel na alteração de padrões epigenéticos. 
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III - Materiais e Metodologia 

 

 

As principais etapas metodológicas do procedimento experimental estão representadas na 

Figura 4. O desenho experimental envolveu (1) o crescimento das plantas, selvagem e mutantes, 

em condições controlo (28ºC) e de stress de frio (4ºC); (2) a realização de estudos expressão do 

gene OsDREB1B (qPCR) e (3) imunoprecipitação da cromatina (ChIP) para estudar o padrão de 

marcas de histonas ao nível do promotor do gene OsDREB1B. 

 

 

Figura 4 - Etapas do processo experimental subjacente ao presente trabalho: (1) selecção do material 

biológico, esterilização e germinação das sementes, crescimento das plantas e imposição de stress; (2) 

estudos de expressão e (3) imunoprecipitação da cromatina. 
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1. Material biológico  

 

As sementes de Oryza sativa L. cv. Nipponbare são propagadas e mantidas no grupo de 

Genómica de Plantas em Stress (GPlantS). As sementes de arroz com mutações 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 mutações 

específicas 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 mutações.  

A esterilização de sementes envolveu uma lavagem com benlato/carbendazim (1 g/l) 

durante 30 minutos, a 50 °C, com agitação e outra com 70% etanol durante 1 minuto seguida de 

uma passagem por água para remover o álcool; uma outra lavagem foi realizada com 50% lixívia 

e duas gotas de Tween20 (ou polissorbato 20 - Thermofisher) durante 30 minutos com agitação, 

seguida de várias passagens por água para remover o detergente, a lixívia, e/ou benlato que 

possam ter precipitado na superfície das sementes. As últimas lavagens com água foram 

sucessivamente repetidas até deixar de aparecer espuma à superfície. As sementes desinfetadas 

foram em seguida colocadas em água bidestilada, numa câmara escura, a 28 °C, durante 

aproximadamente três dias para germinar. 

 

 

2. Imposição do stress de frio 

 

As plântulas germinadas foram transferidas para tubos, num sistema hidropónico 

contendo meio nutritivo [Yoshida et al., 1976] sob condições controladas até aos 13 dias pós-

germinação, especificamente a 28 °C, com ciclos de luz/escuridão de 12/12h, com intensidades 

de 200 ou 500 µmol fotões.m-2.s-1 e com 60% de humidade. No décimo quarto dia, passadas 4 

horas do início do dia (ou das 12h de luz, caso não estejam sincronizados) metade das plantas 

foram transferidas para a câmara com condições de stress de frio (4 °C, 200 µmol fotões.m-2.s-1). 

As plantas sob stress de frio foram mantidas nestas condições durante 4h (aproximadamente 8h 

depois do início de incidência luminosa) após as quais se recolheram as folhas e se descartou o 

restante material biológico. A recolha das folhas foi feita, cortando em pedaços de 1 a 2 cm de 

comprimento, imediatamente congeladas em azoto líquido e mantidas a -80°C até serem usadas 

para estudos de expressão. Para o processo de imunoprecipitação da cromatina as folhas são 

recolhidas e submetidas de imediato ao processo de infiltração com vácuo tal como descrito mais 

à frente no ponto (5) relativo ao procedimento de ChIP.  

  



 

45 
 

3. Aplicação de drogas remodeladoras da cromatina 

 

O tratamento com drogas remodeladoras da cromatina foi efetuado durante os três últimos 

dias de crescimento das plântulas em meio Yoshida. Os compostos químicos utilizados foram a 

Tricostatina A (TSA) que causa hiperacetilação das histonas e a 5-azacitidina (5-AC) que induz 

a hipometilação global do DNA [Santos et al., 2011]. No ensaio de controlo as plântulas foram 

nutridas apenas com meio Yoshida esterilizado simples. Para o ensaio com 5-AC, as plântulas 

foram tratadas durante 3 dias com meio Yoshida suplementado com 5-azacitidina (80 µM) a partir 

do 11º dia após a germinação, sendo a solução de 5-AC renovada diáriamente dado estar descrita 

a instabilidade desta droga em solução [Walker et al., 2012]. Para o ensaio com TSA, o meio 

Yoshida foi suplementado com TSA a 15 µM sendo as plântulas tratadas durante 3 dias também 

no 11º dia após a germinação [Santos et al., 2002].  

 

 

 

 

 

 

 

  

A 

Figura 5 – Germinação, crescimento e imposição de tratamentos. Sementes após três dias de germinação 

(A); Plântulas de arroz com 13 dias de crescimento (B); Ensaios e tratamentos efetuados (C).  
 

B 

C 
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4. Estudos de Expressão  

 

i. Extração, purificação e quantificação de RNA 

O procedimento para a extração de RNA seguiu as instruções 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 líquido (N2) e guardadas a -80ºC 

até serem maceradas. Após maceração em azoto líquido, utilizou-se aproximadamente 50 mg de 

macerado por amostra e adicionou-se-lhe pelo menos 500 µl de TRI Reagent. A solução foi 

misturada por acção mecânica (vórtex), 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 solução a 10.000-16.000g durante 1 minuto. 

Transferiu-se a coluna Zymo-Spin IIC para um novo tubo, adicionou-se 400 µl de Direct-zol RNA 

PreWash e repetiu-se a centrifugação. Descartou-se o eluído e repetiu-se o passo anterior de 

lavagem com Direct-zol RNA PreWash. Após o primeiro passo de lavagem, adicionou-se 700 µl 

de RNA Wash Tampão e repetiu-se a centrifugação e descarte do eluído. Para garantir a remoção 

completa do tampão 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 µl de água livre de 

DNases/RNases. Dois minutos após a adição da água, à 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 µl 

de 10x Tampão e 1 µl de Turbo DNase, e agitou-se suavemente. A mistura foi de seguida incubada 

a 37 °C durante 30 minutos, após a qual se adicionou 5 µl de DNase Inactivation Reagent e se 

voltou a agitar suavemente. Após uma incubação de 5 min à temperatura ambiente, centrifugou-

se a solução durante 2 minutos a 6.000g, e recolheu-se o sobrenadante para um novo tubo. A 

integridade do RNA foi avaliada através de electroforese. Para tal, aplicou-se 10 µl da seguinte 

mistura (4 µl de amostra - original, ou diluída 10 vezes – 2 µl de RNA Loading Buffer e 6 µl de 

água milli-Q) em gel de 1% agarose (nzytech). A corrida foi feita com correntes de 100 a 120 V 

e em tampão 1x TAE. Para determinar a concentração de RNA utilizou-se o nanodrop ND-2000C, 

no qual se aplicou um mínimo de 2 µl de amostra em triplicado. A quantificação de RNA foi feita 

com uma diluição de 10 vezes da amostra original, de forma a obter uma absorvância adequada 

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

A síntese de cDNA foi efetuada de acordo com as instruções constantes no kit 

“Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis” (Roche). O primeiro passo consistiu em adicionar 

2 µg de RNA (volume calculado segundo a concentração determinada) a 1 µl de Anchored-

oligo(dT)18 Primer aferindo-se com água (milli-Q) até um volume total de 11,4 µl. Incubou-se a 

amostra durante 10 minutos a 65 °C e arrefeceu-se imediatamente a seguir em gelo. Ao tubo 

anterior adicionaram-se 4 µl de “Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase Reaction”, 0.5 

µl de “Protector RNase Inhibitor”, 2 µl de “Deoxynucleotide Mix”, 1 µl de DTT e 1.1 µl de 

“Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase”. O volume total final deverá ser sempre de 20 

µl. Misturou-se suavemente e incubou-se a mistura de reacção 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. Quantificação relativa de transcritos (qPCR) 

A análise foi feita com um Lightcycler 480 II, com Ligthcycler 480 SYBR Green I Master 

mix (Roche). Todas as amostras foram analisadas em triplicado, aplicando 5 µl de amostra, 1 µl 

de cada primer (1.25 µM cada), 3 µl de água milli-Q (Roche) e 10 µl de SYBR Green. Utilizaram-

se os seguintes pares de primers: 5’-CCAGAAATTGGGGGAAAAA-3’ e 5’-

GGAATCACAAAAGGAGGGAGA-3’ para o gene de interesse (OsDREB1B - 

LOC_Os09g35010), e 5’-TTGCATTCTCTATTCCTGAGCA -3’ e 5’-

CAGGCAAATCTCACCTGTCTT-3’ para o gene de controlo (ubiquitin-conjugating enzyme E2 

ou OsUBC2 - LOC_Os02g42314). 

Foi, portanto, aplicado um volume de 20 µl de mistura de reacção em cada poço da placa 

de PCR. Por corrida aplicou-se um controlo com 5 µl de água milli-Q (Roche) em vez de amostra. 

As condições para as corridas de qPCR foram as seguintes: 95 °C durante 5 minutos, seguido de 

45 ciclos de amplificação com 95 °C por 10 s, 58 °C por 10 s e 72 °C por mais 10 s. Para todas 

as análises, usou-se uma temperatura de amplificação de 58 °C. 

Fez-se também uma análise de diluições seriadas, de uma amostra de DNA genómico 

(1/10, 1/100, 1/400, 1/800 e 1/8000 aplicadas como amostras, 5 µl num total de 20 µl de mistura, 

em triplicado). Esta análise de diluições foi feita para calcular a eficiência de amplificação do par 

de primers utilizado, permitindo calcular a concentração de DNA (previamente mRNA). 

A título explicativo, utilizou-se as velocidade de amplificação da série de diluições, da 

amostra com concentração de DNA conhecida, para selecionar as amostras com menor erro de Ct 

(limite de amplificação - valor adimensional que representa a velocidade de amplificação de sinal 

captado pelo espectrofotómetro). Os valores de Ct selecionados ficaram sempre entre 22 e 34 

unidades para garantir o menor erro devido a absorção de luz excessiva por parte da amostra (Ct 

< 22) e para evitar flutuações de analito na solução durante a análise com o espectrofotómetro (Ct 
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> 34). Aplicou-se aos Ct obtidos com as diluições, uma regressão linear que nos permitiu calcular 

a eficiência dos primers usados de acordo com a fórmula 

Eficiência =  10
(−1

declive da regressão linear⁄ )
− 1. 

Esta eficiência, aplicável para amostras com Ct incluídos entre os das diluições 

selecionadas, foi usada para calcular a concentração inicial de DNA presente em amostras com 

concentração previamente desconhecida, através da velocidade de amplificação, ou Ct, obtida 

para cada uma das amostras analisadas [Ramaker et al., 2003]. A eficiência calculada foi apenas 

usada para o respetivo par de primers e em misturas semelhantes, pois a amplificação poderia ser 

inibida por diferentes concentrações de sais, ou outros solutos presentes, resultando em diferentes 

velocidades de amplificação e, consequentemente, maior erro na determinação da concentração 

de DNA inicial. O valor de Ct de cada amostra foi então usado, tal como exposto na fórmula 

CDNA = (Eficiência + 1)−Ct, para calcular a concentração de DNA existente. 

Posteriormente, para cada amostra, comparando os valores de limite de 

amplificação/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 possível 

determinar a variação do número de transcritos do gene-alvo em diferentes amostras. Isto foi 

possível porque o gene normalizador apresenta uma expressão constante e estável para as 

condições em estudo [Zhiguo et al., 2015]. 
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5. Imunoprecipitação da cromatina (ChIP) 

 

A técnica de imunoprecipitação da cromatina (ChIP) permite analisar o padrão de marcas 

específicas de modificações das histonas potencialmente correlacionáveis com a estrutura da 

cromatina. De uma forma sucinta na técnica de ChIP as histonas associadas ao DNA in vivo são 

covalentemente “crosslinked” ao DNA através de um processo de infiltração por vácuo de tecidos 

da planta com formaldeído. De seguida, a cromatina é isolada, fragmentada e os complexos DNA-

proteína são imunoprecipitados com anticorpos específicos comercialmente disponíveis. Os 

procedimentos experimentais inerentes ao processo de ChIP são detalhadamente descritos a 

seguir. 

 

i. Otimização do processo de ChIP através de ensaio FAIRE 

Previamente à análise de marcas histónicas com ChIP fizeram-se dois ensaios FAIRE 

(Formaldehyde-Assisted Isolation of Regulatory Elements) para comparar métodos de fixação da 

cromatina e respectivas eficiências. Esta experiência permite otimizar o método de modo a obter 

um compromisso entre a fixação e posterior recuperação de DNA da cromatina. O primeiro ensaio 

FAIRE foi realizado com amostras infiltradas com 0.8 e 1 % de formaldeído, em tampão A (0,8% 

v/v de p-formaldeído, butirato de sódio 10mM, sucrose 0.4M, Tris (pH8) 10mM, β-

mercaptoetanol 5mM e PMSF 0.1mM, Anexo I). O segundo ensaio foi realizado com amostras 

infiltradas com 0.8 % de formaldeído em tampão A, mas em que as amostras de tecidos foliares 

foram recolhidas de plântulas crescidas a 28 ºC (controlo) ou 4 °C (stress de frio). Para cada 

ensaio ter-se-ão portanto seis amostras diferentes: FAIRE 1 (H2OX, 0.8 %X e 1 %X e respectivas 

incubadas H2O65°C, 0.8 %65°C e 1 %65°C) e FAIRE 2 (H2OX, 28 °CX e 4 °CX, e respectivas incubadas 

H2O65°C, 28 °C65°C e 4 °C 65°C). Em ambos os ensaios infiltraram-se também folhas com tampão A 

sem formaldeído que funcionou como controlo no processo de infiltração/fixação. Utilizou-se, 

aproximadamente, 100 mg de cada uma das amostras maceradas e ressuspendeu-se em 1 ml de 

Tampão G (Tris (pH 6.8) 62.5mM, NaCl 0.2M, SDS 2% (m/V) e DTT 10mM, Anexo I). Agitou-

se a ressuspensão durante 1 minuto e centrifugou-se durante 5 minutos a 13.000 rpm à temperatura 

ambiente. 700 µl foram transferidos para um novo tubo, e destes, 40 µl foram misturados com 

620 µl de Tampão G. A mistura com Tampão G foi incubada a 65 °C durante a noite. A cada 

amostra adicionou-se 1 volume de fenol/clorofórmio, agitou-se à temperatura ambiente durante 5 

minutos, e centrifugou-se a 4 °C e 16.100 g durante outros 5 minutos. Retirou-se 600 µl do 

sobrenadante e adicionou-se um volume de clorofórmio, repetindo de seguida os passos de 

agitação e centrifugação. Retirou-se 450 µl 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 µl de etanol 70 % e centrifugou-
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se durante 10 minutos a 2 °C, 16.100g. Voltou-se a descartar o sobrenadante, permitindo-o secar 

por evaporação à temperatura ambiente e ressuspendeu-se o sedimento em 30 µl de água. O DNA 

ressuspenso foi posteriormente analisado por qPCR, usando o mesmo protocolo que para o estudo 

de expressão. Correram-se ainda as amostras em gel de agarose 1 %, para determinar a integridade 

do DNA extraído. 

 

ii. Infiltração/Crosslink 

Folhas de plântulas de arroz sujeitas a um tratamento de frio (4ºC) versus controlo (28ºC) 

foram cortadas em pedaços de aproximadamente 1 a 2 cm, para papel de alumínio arrefecido. Em 

seguida, cada amostra foi infiltrada em 200 ml de tampão A (0,8% v/v de p-formaldeído, butirato 

de sódio 10mM, sucrose 0.4M, Tris (pH8) 10mM, β-mercaptoetanol 5mM e PMSF 0.1mM, 

Anexo I) a 50 mbar. A infiltração foi feita segundo o descrito em Haring et al. (2007) salvo 

algumas modificações. A mistura anterior foi sujeita a vácuo durante 2 minutos, com interrupções 

sempre que a pressão atingia os 50 mbar pretendidos, e sempre com agitação manual para 

submergir as folhas de arroz. A solução e as folhas ficaram a agitar durante 1 minuto sem vácuo, 

até que se adicionou 20 ml de glicina 2M, para interromper a reacção de “crosslink”. Para tal, 

voltou-se a aplicar vácuo durante 5 minutos, com interrupções a cada 30 segundos. Uma vez 

completada a fixação as folhas foram lavadas com água corrente, num escoador, secas e 

congeladas em azoto líquido para posterior maceração. 

 

iii. Isolamento de núcleos 

O macerado foi ressuspenso em 40 ml de Tampão B (butirato de sódio 10mM, sucrose 

0.4M, Tris (pH 8) 10mM, β-mercaptoetanol 5mM, PMSF 0.1mM, Inibidor de proteases 1x 

(Roche), Anexo I) num falcon de 50 ml, e incubado com agitação a 4 °C, durante 15 minutos. A 

suspensão 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 então ressupenso em 1 ml de Tampão C (butirato de sódio 10mM, sucrose 250mM, 

Tris (pH 8) 10mM, β-mercaptoetanol 5mM, PMSF 0.1mM, MgCl2 10mM, Triton X-100 1% 

(m/V) e Inibidor de proteases 1x (Roche), Anexo I), primeiro adicionando 100 µl 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 Tampão D (butirato de sódio 10mM, sucrose 1.64M, Tris (pH8) 10mM, β-

mercaptoetanol 5mM, PMSF 0.1mM, MgCl2 2mM, Triton X-100 0.15% (m/V) e Inibidor de 

proteases 1x (Roche), Anexo I). A suspensão foi então aplicada sobre 1.5 ml de Tampão 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 então ressuspendido em 300 µl de Tampão 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 I). Neste último passo recolheu-se 30 µl de solução para usar como controlo na 

determinação da eficiência de sonicação. 

 

iv. Sonicação 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 resíduos celulares. O sobrenadante, contendo 

a cromatina sonicada, foi transferido para um novo tubo de 1.5 ml, de onde se retiraram 20 µl 

para determinar a eficiência de sonicação (com a amostra guardada no ponto anterior). As duas 

amostras, sonicada e não-sonicada (necessárias para determinar a eficiência de sonicação) foram 

então submetidas a um “decrosslink” a 65 °C, durante a noite, em 100 µl de Tampão G (Tris (pH 

6.8) 62.5mM, NaCl 0.2M, SDS 2% (m/V) e DTT 10mM, Anexo I). Purificou-se o DNA das duas 

amostras mencionadas com um “kit” de purificação de DNA (Roche) e aplicou-se o resultante 

num gel de agarose 1%, em TAE 1x, para confirmar a presença, e massa média, da banda de DNA 

sonicado. O tamanho expectável dos fragmentos é de aproximadamente 300 pares de bases, para 

que o passo de imunoprecipitação seja eficiente, e para que os fragmentos sejam adequados à 

posterior amplificação com qPCR e respectiva quantificação de marcas por região [Haring et al., 

2007]. 

 

v. Imunoprecipitação da cromatina e “decrosslink” 

Para uma pré-purificação da cromatina, utilizou-se 200 µl da amostra obtida aquando do 

isolamento de núcleos a que se misturou 1.8 ml de Tampão F (Tris (pH 8) 5mM, EDTA (pH 8) 

1mM, NaCl 150mM e Triton X-100 0.1% (m/V), Anexo I) e 30 µl de Protein A-Agarose (Santa 

Cruz Biotechnology). Incubou-se a solução com agitação a 4 °C, durante 3 a 4 h, e centrifugou-

se a 500 g, 4 °C, durante 5 minutos, para recolher o sobrenadante.  

A imunoprecipitação foi feita utilizando 400 µl de amostra pré-purificada, com 2 µl de 

anticorpo e 30 µl de Protein A-Agarose (Santa Cruz Biotechnology) – amostra com 

imunoprecipitação da marca de interesse (AB). Foram utilizados os anticorpos anti-H3K9ac e 

anti-H4K5ac (Millipore). Como controlo negativo usou-se uma amostra igual à anterior, mas sem 

anticorpo (NoAB); e como linha base (input) utilizaram-se outros 40 µl de amostra pré-purificada 

(sem beads de agarose ou proteína A). As amostras de imunoprecipitação (imunoprecipitada e 

negativo, AB e NoAB respetivamente) foram incubadas com agitação 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 

utilização, e o precipitado (beads de agarose-proteína A com fragmentos de cromatina adsorvida) 
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foi lavado com os seguintes tampões 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 último 

foi usado duas vezes – ver constituições dos tampões de lavagem (Anexo I). Cada tampão foi 

aplicado, pela ordem anteriormente apresentada, repetindo para cada um o seguinte método: 

aplicou-se 900 µl de tampão, agitou-se a suspensão 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 não restar solução de TE na amostra. A seguir ao 

processo de lavagem, adicionou-se 200 µl de tampão G (Anexo I) por cada amostra, misturou-se 

utilizando um vórtex e incubou-se a cromatina adsorvida em beads de agarose a 65 °C durante a 

noite. Este passo foi também aplicado à amostra de input anteriormente mencionada. Uma vez 

feito o decrosslink (incubação a 65 °C) recolheu-se o sobrenadante, evitando o precipitado 

(transparente e viscoso) e purificou-se o DNA com um Kit de purificação de DNA (Roche).  

 

vi. Quantificação de marcas por qPCR 

Para a quantificação de marcas histónicas, através da amplificação dos fragmentos 

fixados a estas histonas, utilizaram-se os primers indicados na Tabela 1. As condições de corrida 

foram as mesmas que as usadas na análise das amostras de qPCR do estudo de expressão, com a 

variante de que foi usado um volume de 7 µl de amostra e 1 µl de água milli-Q (Roche) por poço.  

 

Tabela 1 - Primers usados para qPCR de ChIP, para a região do promotor de OsDREB1B. 

Região do promotor (relativo ao ATG) Denominação Sequência 

-151 a -3 pb 
Fw 1 CTGTTCCCTTTCCATTTCCA 

Rv 1 TGACTCTCTCTGGTTCACTTCG 

-280 a -121 pb 
Fw 2 CCCAACAGAAACCACAGAAAA 

Rv 2 GCGGGGATAGCTGGAAAT 

-394 a -227 pb 
Fw 3 CCCCATGAACCCCATCTA 

Rv 3 TGCTGCTACTCCAGCTTGC 

-519 a -355 pb 
Fw 4 TGACTAAAACTGAGAGTGTGAAATGA 

Rv 4 AACTTGACGAGGGAAAACATTC 
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IV - Resultados 

 

 

1. O gene OsDREB1B é induzido pelo frio em diferentes genótipos 

 

A quantificação de transcritos do gene OsDREB1B foi analisada em folhas de plântulas 

de arroz (Oryza sativa L. japonica) de diferentes genótipos nomeadamente, Dongjin e Nipponbare 

com 14 dias de crescimento e após a imposição de um tratamento de frio (4 ºC) durante 4 horas 

sendo a intensidade luminosa incidente durante o stress de frio de 200 µmol de fotões.m-2.s-1. Para 

cada genótipo calcularam-se as taxas de sobrevivência através da razão entre plântulas viáveis 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 

plântulas em diferentes condições luminosas, 500 µmol de fotões.m-2.s-1 (ensaio A) ou 200 µmol 

de fotões.m-2.s-1 (ensaio B).  

A análise do número de transcritos, obtidos por qPCR, mostra que o gene OsDREB1B é 

claramente induzido pelo stress de frio em ambos os genótipos e ensaios realizados (Figura 6). 

Em condições de stress de frio, Nipponbare apresenta um maior número de transcritos e sobre-

expressão do gene OsDREB1B que em Dongjin (Figura 6). Considerando os ensaios (A) e (B) 

realizados com diferentes intensidades luminosas, Nipponbare apresenta uma redução do número 

de transcritos de OsDREB1B, tanto para condições controlo como de stress, registando-se 

reduções na ordem dos 30% nos dois casos (Figura 6). Por outro lado, em Dongjin, registou-se 

uma redução no número de transcritos de OsDREB1B de 20% em condições de stress, mas um 

aumento para aproximadamente 370% em condições controlo (Figura 6). Em condições de stress, 

Nipponbare apresenta uma diferença entre razões de amplificação de 1,63 e 16,4 vezes maior que 

em Dongjin (Figura 7, ensaios A e B, respetivamente).  

Em Nipponbare, o aumento de sobre-expressão de OsDREB1B em condições de 

intensidade luminosa constante (ensaio B) foi de aproximadamente 219% relativamente ao 

observado no ensaio (A) em que o crescimento das plântulas foi efetuado com uma intensidade 

luminosa superior (Figura 7). No caso de Dongjin, calculou-se uma diminuição de sobre-

expressão de OsDREB1B no ensaio (B), registando-se apenas 21,8% da sobre-expressão 

observada no ensaio (A) realizado com uma maior intensidade luminosa na fase de crescimento 

(Figura 7). 
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Figura 6 – Estudo de expressão do gene OsDREB1B. A expressão relativa do OsDREB1B foi calculada 

dividindo o número de transcritos de OsDREB1B pelos do gene normalizador OsUBC2 (housekeeping 

gene). Os gráficos em baixo são uma ampliação da escala de transcritos, de forma a clarificar as 

variações em condições controlo. Ensaios feitos com intensidades luminosas: (A – esquerda) de 

crescimento a 500µmol de fotões.m-2.s-1 e de stress a 200µmol de fotões.m-2.s-1; (B – direita) de 

crescimento e stress a 200 µmol de fotões.m-2.s-1. 

 

 

 

 

Figura 7 – Estudo de sobre-expressão do gene OsDREB1B em condições controlo versus stress. As 

razões de amplificação (RA) da expressão de OsDREB1B (relativas a OsUBC2) foram obtidas pela 

normalização com as respectivas amostras controlo [RA (amostra X) =

(
𝐷𝑅𝐸𝐵1𝐵

𝑈𝐵𝐶2
(𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑋)) (

𝐷𝑅𝐸𝐵1𝐵

𝑈𝐵𝐶2
(𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜 𝑤𝑡))⁄ ] – RA de controlos é igual a 1. Ensaios feitos com 

intensidades luminosas: (A) de crescimento a 500µmol de fotões.m-2.s-1 e de stress a 200µmol de 

fotões.m-2.s-1; (B) de crescimento e stress a 200 µmol de fotões.m-2.s-1. 
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2. A indução do gene OsDREB1B pelo frio é potenciada pela presença de 

epimutações 

 

Neste traballho utilizaram-se plantas de arroz com mutações específicas para uma 

acetiltransferase de histonas (HAC704) e uma metiltransferase de DNA (DMT706). Estas linhas 

mutantes são knockouts de OsDRM2 ([LOC_Os03g02010] que é uma de novo DNA 

metiltransferase e de OsHAC704 ([LOC_Os06g49130] 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 sobrevivência calculada através da razão entre plântulas viáveis e 

sementes utilizadas foi de 92% em Donjin, 50% em HAC704 e 19% em DMT706. A presença de 

epimutações traduziu-se em taxas de sobrevivência bastante menores relativamente ao wild-type, 

por exemplo, no mutante HAC704 (knockout de acetiltransferase histónica) a taxa de 

sobrevivência 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 quantificação de transcritos do gene OsDREB1B foi analisada em folhas de plântulas 

com 14 dias, após a imposição de um stress de frio (4ºC) durante 4 horas. Em condições de stress 

de frio, os mutantes DMT706 e HAC704 apresentaram sempre maior expressão do gene 

OsDREB1B que Dongjin (wt), sendo que a indução da expressão 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 condições de stress e de luminosidade constante (ensaio B) registou-se em todas as 

linhas uma redução de expressão de OsDREB1B para aproximadamente 80, 65 e 71% do registado 

no ensaio (A) com plântulas crescidas sob uma intensidade luminosa superior. Por outro lado, 

com uma menor intensidade luminosa durante o crescimento (ensaio B) registou-se uma maior 

expressão de OsDREB1B em condições controlo, apresentando aumentos de 368, 310 e 1340% 

em Dongjin, HAC704 e DMT706 respetivamente, em relação aos resultados do ensaio (A). De 

acordo com os dados de expressão de OsDREB1B, a sobre-expressão deste gene em condições de 

stress demonstra uma redução acentuada no ensaio (B), comparando com o ensaio (A) de maior 

intensidade luminosa durante o crescimento (Figura 10). A sobre-expressão 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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Figura 9 - Estudo de expressão do gene OsDREB1B. A expressão relativa do OsDREB1B foi calculada 

dividindo o número de transcritos de OsDREB1B pelos do gene normalizador OsUBC2 (housekeeping 

gene). Os gráficos em baixo são uma ampliação da escala de transcritos, de forma a clarificar as 

variações em condições controlo. Ensaios feitos com intensidades luminosas: (A – esquerda) de 

crescimento a 500µmol de fotões.m-2.s-1 e de stress a 200µmol de fotões.m-2.s-1; (B – direita) de 

crescimento e stress a 200 µmol de fotões.m-2.s-1. 

 

 

Figura 10 – Estudo de sobre-expressão do gene OsDREB1B em condições de controlo versus stress. As 

razões de amplificação (RA) da expressão de OsDREB1B (relativa a OsUBC2) foram obtidas pela 

normalização com a amostra controlo do wt [RA (amostra X) =

(
𝐷𝑅𝐸𝐵1𝐵

𝑈𝐵𝐶2
(𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 𝑋)) (

𝐷𝑅𝐸𝐵1𝐵

𝑈𝐵𝐶2
(𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜 𝑤𝑡))⁄ ]. Ensaios feitos com intensidades luminosas: (A) de 

crescimento a 500µmol de fotões.m-2.s-1 e de stress a 200µmol de fotões.m-2.s-1; (B) de crescimento e 

de stress a 200 µmol de fotões.m-2.s-1. 
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3. A expressão do gene OsDREB1B é 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 histónicas [Yoshida et al., 1990; Yoshida et al., 

1995] que induz hiperacetilação histónica global [Tóth et al., 2004], e a 5-azacitidina, uma droga 

capaz de induzir uma hipometilação global de DNA e um rearranjo da cromatina [Santos et al., 

2011]. Adicionalmente, a 5-AC também interfere com a paisagem histónica causando a perda de 

histonas metiladas [Komashko et al., 2010]. 

Neste estudo, mostramos que ambas as drogas (TSA e 5-AC) podem influenciar a 

expressão do gene OsDREB1B, tanto em condições controlo como após imposição de um stress 

de frio. A droga TSA demonstrou favorecer a expressão de OsDREB1B entre 2 a 5 vezes em 

condições controlo (Figura 11). Em condições de stress, os efeitos da aplicação de TSA não são 

lineares dado que em Nipponbare e DMT706 se registou uma redução de expressão do gene e em 

Dongjin um aumento. A aplicação de 5-AC também afetou a expressão do gene, nomeadamente, 

em temperatura controlo registou-se um aumento de expressão em Nipponbare no entanto em 

HAC704 e DMT706, verificou-se uma redução da expressão do gene (Figura 11). Em condições 

de stress de frio, o tratamento com 5-AC está associado a uma redução de expressão em 

Nipponbare e HAC704, e a um aumento de expressão em Dongjin e DMT706 (Figura 11). 

Comparando as sobre-expressões de OsDREB1B em condições de stress de frio versus controlo 

calculadas para o meio sem drogas, verifica-se que a razão de amplificação de Nipponbare se 

apresenta numa escala bastante superior à das razões das restantes linhas muito embora não exista 

o resultado de sobre-expressão para a linha de Dongjin no meio sem drogas (Figura 12). 

Adicionalmente, a sobre-expressão de OsDREB1B em Nipponbare apresenta-se em todos os 

ensaios (sem drogas, com TSA ou com 5-AC) superior às registadas para as restantes linhas, 

evidenciando uma maior diferença de expressão deste gene entre condições 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 diferença entre as sobre-expressões, apresentadas na Figura 12, 

quando comparadas com os resultados obtidos na ausência de drogas. Ocorreu portanto, em meio 

com 5-AC, uma atenuação da sobre-expressão de Nipponbare (relativa às das outras linhas) 

quando comparada com a obtida na ausência de drogas (Figura 12). Na presença de TSA, apesar 

de se terem registado valores elevados de expressão de OsDREB1B em condições controlo (Figura 

11), todas as linhas apresentaram valores semelhantes de amplificação deste gene em stress (tal 

como se pode ver na Figura 12, com as razões de amplificação calculadas a partir dos valores de 

expressão de stress de frio versus controlo, presentes na Figura 11 para o meio com TSA). 

Resumidamente, o tratamento com TSA causou uma sobre-expressão de OsDREB1B menor que 

em meio sem droga, e com sobre-expressões relativamente semelhantes entre as diferentes linhas 
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de arroz (Figura 12). Por outro lado a 5-AC causou uma redução de sobre-expressão do gene em 

Nipponbare, e um aumento em HAC704 e DMT706 sem alterar a relação de sobre-expressão 

registada anteriormente entre mutantes e wt (sobre-expressões decrescentes para Nipponbare, 

DMT706, HAC704 e Dongjin tal como se pode ver nas Figuras 7 e 10 (B)). 

 

 

 

 

Figura 11 - Estudo de expressão do gene OsDREB1B em diferentes genótipos e em mutantes após o 

tratamento com drogas remodeladoras da cromatina. O número de transcritos normalizados de OsDREB1B 

foi calculado dividindo o número de transcritos de OsDREB1B pelos de OsUBC2 (housekeeper). O gráfico 

em baixo é uma ampliação da escala de transcritos, de forma a clarificar as variações em condições controlo. 

Ensaios de frio (4h a 4°C) com meio Yoshida sem ou com drogas (TSA 15 µM, ou 5-AC 80 µM) sob 

intensidade luminosa constante (200 µmol de fotões.m-2.s-1). *Não estão representados resultados de 

controlo (sem droga) para Dongjin, nem de stress (TSA) para HAC704. 
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Figura 12 - Estudo de sobre-expressão do gene OsDREB1B em diferentes genótipos e em mutantes após 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 gráfico em baixo é uma ampliação 

da escala de sobre-expressão, de forma a clarificar as variações entre ensaios. *Não estão 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. Análise de modificações das histonas no promotor do gene OsDREB1B em resposta 

ao frio através de ChIP-qPCR. 

 

O primeiro passo consistiu na otimização dos processos de fixação da cromatina. Foram 

feitos dois ensaios FAIRE (formaldehyde-assisted isolation of regulatory elements), com o intuito 

de definir qual a melhor concentração de p-formaldeído a usar no passo de infiltração de ChIP na 

sequência do trabalho previamente desenvolvido no laboratório (Figueiredo D, resultados não 

publicados). Com estes ensaios, pretendeu-se também aferir as condições que permitem obter 

uma maior recuperação de DNA de amostras obtidas em condições de stress de frio versus 

amostras controlo. Nas amostras infiltradas com 0.8%, ou com 1%, de p-formaldeído, 

praticamente não se obteve recuperação de DNA de cromatina fixada (“crosslink”) 

comparativamente à recuperação de DNA na ausência de p-formaldeído pelo que o processo de 

fixação terá sido eficaz (Figura 13). Tal como expectável, verificou-se uma grande recuperação 

de DNA após “decrosslink”, donde se deduz que ambas as situações, 0.8% e 1% de p-

formaldeído, garantem a reversibilidade de fixação da cromatina. Em termos comparativos, as 

amostras infiltradas com 0.8% de p-formaldeído permitiram uma maior recuperação de DNA após 

“decrosslink” sendo aproximadamente o dobro da observada quando as amostras foram 

infiltradas com 1%, pelo que se determinou  a concentração de 0.8 % como a ideal para assegurar 

a fixação e posterior recuperação da cromatina.  

O processo de sonicação 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 imunoprecipitação eficiente e posterior amplificação com qPCR e 

quantificação de marcas por região [Haring et al., 2007]. Utilizando um Bioruptor (Diagenode), 

determinou-se que as melhores condições para sonicação seriam de 13 ciclos de 30 segundos com 

sonicação, mais 30 em repouso, com sonicação de baixa intensidade. Os fragmentos obtidos após 

a sonicação têm um tamanho médio de ~300 pb (Figura 15).  
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Figura 13 – Quantidade relativa de fragmentos amplificados por qPCR, obtidos de amostras 

cuja cromatina foi fixada com 0%, 0.8% e 1% de p-formaldeído, durante um minuto de 

infiltração. Para cada condição purificou-se DNA fixado, cuja fixação foi, ou não, revertida 

– decrosslink e crosslink respetivamente. O gráfico em baixo é uma ampliação para clarificar 

relações entre amostras crosslink. 

 

 

 

Figura 14 – Quantidade relatiava de fragmentos amplificados por qPCR, obtidos de amostras 

cuja cromatina foi fixada com 0% (H2O) e 0.8% (4 e 28 °C) de p-formaldeído, durante um 

minuto de infiltração. A cromatina das duas amostras comparadas foi obtida em condição de 

stress a estudar e em controlo. Para cada condição purificou-se DNA, cuja fixação foi, ou 

não, revertida – decrosslink e crosslink respetivamente. O gráfico em baixo é uma ampliação 

para clarificar relações entre amostras crosslink. 
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Figura 15 – Sonicação da cromatina. Cromatina sonicada (B, D, F, H, J, M, O, Q) e não-sonicada 

(A, C, E, G, I, L, N, P) em gel de electroforese. Foi usado ‘O’gene ruler DNA ladder’ como meio de 

determinação de tamanhos moleculares (X). 

28 °C 28 °C 28 °C 28 °C 4 °C 4 °C 4 °C 4 °C 

Nipponbare Dongjin HAC704 DMT706 

Eficácia de sonicação. 

A B C D E F G H I J L M N O P Q X 
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i. Os padrões histónicos no promotor de OsDREB1B são influenciados pelo 

genótipo. 

A incidência das marcas histónicas foi calculada como %input (ou percentagem de DNA-

alvo que é precipitado com os anti-corpos). Para esse efeito foi feita a quantificação 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 imunoprecipitação (a origem destas amostras está descrita na secção de 

Métodos). Após as quantificações pôde-se calcular a %input com a seguinte fórmula: 

%𝑖𝑛𝑝𝑢𝑡 =  
AB−NoAB

𝑖𝑛𝑝𝑢𝑡
. 

A imunoprecipitação da cromatina foi feita com os anticorpos para H3K9ac e H4K5ac, 

marcas essencialmente associadas a ativação transcricional. A análise de imunoprecipitação da 

cromatina foi feita com 4 pares de primers para regiões específicas do promotor de OsDREB1B 

(Figura 16). A quantificação de marcas histónicas é representada pelos fragmentos amplificados 

a partir dessas regiões (F/R1, 2, 3 e 4).   

A presença da modificação histónica H3K9ac foi avaliada em Nipponbare e Dongjin, em 

condições controlo (28 °C) versus stress de frio (4 °C). No fragmento mais afastado em relação 

ao ATG (F/R4 na região de -519 a -355 pares de bases) a marca H3K9ac é particularmente 

abundante em Dongjin em condições controlo, mas menos em condições de stress de frio (Figura 

17). Esta marca encontra-se coincidentemente presente na região mais próxima do ATG de ambas 

as linhas (fragmento F/R1), tanto em condições controlo, como em stress (Figura 18). No 

fragmento F/R4 de Nipponbare houve uma %input bastante reduzida, demonstrando uma possível 

diferença que a região representa na regulação de OsDREB1B entre Nipponbare e Dongjin. 

Relativamente, à marca H4K5ac, a %input foi bastante menor que a obtida com H3K9ac, exceto 

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

 

 

Figura 16 – Representação das regiões do promotor de OsDREB1B analisadas. Os fragmentos amplificados 

estão representados por FR1 [-151; -3]; FR2 [-280; -121]; FR3 [-394; -227]; FR4 [-519; -355]. Os círculos 

vermelhos indicam os sítios de ligação de fatores de transcrição (zinc-fingers do tipo C2H2) identificados 

em Nipponbare [Figueiredo et al., 2012]. 
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Figura 17 - Percentagem de cromatina imunoprecipitada com o anticorpo contra a H3K9ac para 

determinadas regiões do promotor do gene OsDREB1B, de Nipponbare e Dongjin sob condições de 

controlo (28 °C) e stress (4 °C). Não está exposto o valor para o fragmento [-394; -227] pb de Nipponbare 

sob stress. 

 

 

Figura 18 – Percentagem de cromatina imunoprecipitada com anticorpo contra a H3K9ac para determinadas 

regiões do promotor do gene OsDREB1B, de Nipponbare e Dongjin sob condições de controlo (28 °C) e 

stress (4 °C). 
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ii. Redução das marcas H3K9ac e H4K5ac nos epi-mutantes 

A marca H3K9ac (Figura 19), no caso dos mutantes, apresenta-se com nível presencial 

muito baixo. Em Dongjin esta marca encontra-se presente na região mais próxima do ATG, tanto 

em condições controlo como em stress (Figura 17). Adicionalmente, em Dongjin, no fragmento 

mais afastado em relação ao ATG (F/R4 na região de -519 a -355 pares de bases) H3K9ac é 

particularmente abundante em condições controlo, mas menos em condições de stress de frio. Os 

valores de %input de H3K9ac nos mutantes são muito reduzidos comparativamente a Dongjin 

(wt) (Figura 19) e não apresentam diferenças relevantes entre elas (Figura 17). A marca H4K5ac 

apresenta pouca ou nenhuma presença nos três fragmentos analisados (F/R2, 3 e 4), em Dongjin, 

HAC704 ou DMT706, indicando que não se encontrava presente em grande extensão nos tecidos 

analisados. Não foram observadas alterações na paisagem histónica das marcas H3K9ac ou 

H4K5ac dos mutantes em condições de stress de frio (Figuras 19 e 20). O código histónico de 

H3K9ac presente em Dongjin não se encontra estabelecido nos mutantes, tanto em condições 

controlo como em stress de frio. 
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Figura 19 - Percentagem de cromatina imunoprecipitada com anticorpo contra a H3K9ac para determinadas 

regiões do promotor do gene OsDREB1B, de Dongjin, HAC704 e DMT706 sob condições de controlo (28 

°C) e stress (4 °C). Não estão expostos valores para o controlo da linha HAC704 pois a amostra não pôde 

ser utilizada. 
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Figura 20 – Percentagem de amostras de cromatina imunoprecipitada com anticorpo contra a H3K9ac para 

determinadas regiões do promotor do gene OsDREB1B, de Dongjin, HAC704 e DMT706 sob condições de 

controlo (28 °C) e stress (4 °C).  
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V - Discussão 

 

 

1. A indução da expressão do gene OsDREB1B em resposta ao frio é influenciada 

pelo genótipo e pela intensidade luminosa 

 

A indução da expressão do gene OsDREB1B em resposta ao stress abiótico 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-expressão de OsDREB1B, após imposição de um stress de 

frio durante 4 horas, no entanto foi possível detetar diferenças de expressão e sobre-expressão do 

gene entre Nipponbare e Dongjin sendo que o gene é mais sobre-expresso em Nipponbare que 

em Dongjin, em resposta ao frio.  

A expressão do gene OsDREB1B também é sensível à variação de intensidade luminosa 

uma vez que em Nipponbare a transição entre 500 µmol de fotões.m-2.s-1 durante o crescimento 

das plantas, para 200 µmol de fotões.m-2.s-1 durante a aplicação do stress de frio, levou a uma 

maior expressão de OsDREB1B, em controlo e após o stress, em comparação com o 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 aplicação do stress, esteve associada a reduções de 

expressão de OsDREB1B em Nipponbare na ordem dos 68 e 30%, em controlo e stress 

respetivamente em comparação com o ensaio de maior intensidade luminosa durante a fase de 

crescimento. Relativamente a Dongjin, registou-se uma menor expressão de OsDREB1B, sob 

stress e luminosidade invariável, nomeadamente, menos 20% que no ensaio com maior 

luminosidade na fase de crescimento. Por outro lado, em condições controlo, Dongjin demonstrou 

ter maior expressão sob luminosidade constante (mais 73%) do que no ensaio com redução da 

intensidade luminosidade. Especificamente, Dongjin, sob intensidade de luz constante, 

apresentou uma elevada expressão de OsDREB1B em condições controlo e uma expressão 

reduzida em condições de stress, o que não foi observado no ensaio com redução de intensidade 

de luz. Uma hipótese possível para a baixa expressão de OsDREB1B no controlo de Dongjin, ao 

reduzir a intensidade luminosa, é a de que acaba por não haver necessidade por parte das plantas 

de repor o número de transcritos até estímulo em contrário, uma vez que, havendo uma presença 

prévia de um elevado número de transcritos e mantendo-se a temperatura, o gene não foi 

necessariamente mais induzido. Adicionalmente, ao reduzir a intensidade luminosa houve uma 

diminuição da excitação termodinâmica, e consequentemente da expressão de OsDREB1B, 

justificando-se que tenha havido uma redução do número de transcritos, antes que estes fossem 

repostos pelo sistema transcricional. Em condições de stress a necessidade de repor o número de 

transcritos foi realçada pelo frio e pela redução da intensidade luminosa, pelo que a sobre-
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expressão foi muito induzida (ao contrário da resposta observada no controlo). Em condições de 

stress, a dupla redução de excitação termodinâmica, nomeadamente a redução de intensidade de 

luz e de temperatura, podem ter contribuído conjuntamente para uma expressão anormalmente 

elevada do gene em Dongjin. Resumidamente, em condições de luminosidade constante, Dongjin 

apresenta geralmente maiores níveis de expressão de OsDREB1B que Nipponbare, mas neste 

caso, por ser esse o seu comportamento normal, em temperatura controlo não houve uma 

necessidade de aumentar a expressão de OsDREB1B ao reduzir-se a intensidade de luz incidente, 

pois já haveria um número considerável de transcritos. Uma hipótese plausível é de que a 

expressão de OsDREB1B seja adicionalmente induzida pela redução súbita da intensidade 

luminosa (uma vez que terá sido a única diferença entre ensaios), justificando o maior número de 

transcritos tanto para Nipponbare em controlo e stress, como para Dongjin sob stress; no caso de 

Dongjin, a redução de transcritos de OsDREB1B em controlo, após redução de luminosidade, 

poderá ter sido causada pela manutenção da temperatura e o elevado número de transcritos 

previamente presente. Adicionalmente, o maior número de transcritos, em condições controlo e 

de luminosidade constante mostra que para condições luminosas invariáveis existe uma maior 

expressão basal de OsDREB1B em Dongjin. Um maior número de transcritos pode indicar que, 

em Dongjin, este gene é regulado por um sistema de negative-feedback loop, ou seja, a presença 

de um maior número de transcritos poderá atuar como percursor para a metilação de DNA no 

promotor de OsDREB1B, tal como se pode ver pela menor sobre-expressão deste gene em 

Dongjin. Uma maior indução em condições controlo, com uma menor sobre-expressão em 

condições de stress, tal como se pôde observar para Dongjin em condições de luminosidade 

constante, denunciam um efeito retroactivo por parte de OsDREB1B. Considerando que a 

expressão de OsDREB1B está envolvida na resposta/tolerância a baixas temperaturas [Ito et al., 

2006] e tendo em conta a maior atividade transcricional do gene em Dongjin, relacionada com 

maior acessibilidade de regiões do promotor a complexos transcricionais, é possível que Dongjin 

seja mais apta a tolerar baixas temperaturas. Ambas as espécies, Dongjin e Nipponbare, são 

tolerantes ao stress de frio [Jiang et al., 2008; Kim et al., 2009], mas provavelmente com 

tolerâncias diferentes conforme a incidência do stress. Uma vez que o stress de frio tem muitos 

envolventes intracelulares, será de esperar que não exista uma só escala de tolerância. 
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2. A indução da expressão do gene OsDREB1B pode ser correlacionada com o 

padrão de modificações de histonas 

 

Com o intuito de estabelecer correlações entre padrões de expressão OsDREB1B e 

modificações de histonas, procurou-se decifrar o padrão de marcas histónicas nomeadamente de 

H4K5ac, e H3K9ac ao nível de regiões específicas do promotor do gene.   

Na literatura, a marca H4K5ac tem sido associada a genes importantes na definição da 

especificidade celular impedindo a compactação destas regiões da cromatina durante a mitose e 

assegurando uma transcrição rápida [Zhao et al., 2011]. Adicionalmente, a marca H4K5ac foi 

associada à interface meristema proximal - região de elongação e em tecidos vasculares de 

Arabidopsis, sendo hipotética a sua relação com a diferenciação celular [Braszewska-Zalewska 

et al., 2013]. Em milho, a marca H4K5ac está associada a genes de regulação do ciclo celular sob 

stresses abióticos [Zhao et al., 2014] e em ratos está correlacionada com genes expressos durante 

a aprendizagem [Park et al., 2013] sugerindo uma possível relevância desta marca com o processo 

de aclimatação a stresses abióticos. Neste trabalho, a marca H4K5ac tem uma presença reduzida 

em Dongjin, nas regiões analisadas F/R4, 3 e 2 e nas condições testadas enquanto que em 

Nipponbare, tem uma presença relativamente maior na região F/R2 (de -280 a -121 pb) sob 

condições de stress, sugerindo que nesta linha a expressão de OsDREB1B possa estar relacionada 

com uma expressão diferenciadamente induzida, ou eventualmente com um processo de 

aclimatação. 

No que diz respeito à marca H3K9ac, os resultados de imunoprecipitação mostram que, 

na região de F/R4 (de -519 a -355 pb), Dongjin apresenta presença 8 vezes maior em controlo e 

2.5 vezes mais em stress do que Nipponbare. Considerando que a marca H3K9ac está associada 

a promotores de genes com estado de cromatina permissiva para transcrição [Karmodiya et al., 

2012] e que em Nipponbare foi identificado nesta região um sítio de ligação para um factor de 

transcrição repressor [Figueiredo et al., 2012] é plausível colocar a hipótese de que em Dongjin 

o efeito repressivo do factor de transcrição seja limitado pela presença de H3K9ac em condições 

controlo, e que a expressão de OsDREB1B seja promovida pela histona acetilada. É ainda possível 

que o efeito repressor do factor de transcrição em Nipponbare, não só não se apresente em 

Dongjin, como também a regulação de OsDREB1B em Dongjin possa ser influenciada em maior 

extensão pelo número de transcritos, e hipoteticamente por um sistema de negative-feedback loop 

de metilação com siRNA repressor - ou RdDM (RNA-directed DNA methylation) (Figura 21). 

Esta possibilidade é reforçada pela maior permissividade transcricional na região F/R4 de Dongjin 

em controlo comparativamente a uma condição de stress o que está de acordo com a 

predominância da marca H3K9ac, cerca de 4 vezes mais, em condições controlo e com os 

resultados de expressão do gene em Dongjin no ensaio com condições de luz invariáveis. 
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Igualmente corroborante de uma regulação epigenética mais transcricionalmente ativa em 

Dongjin, devido ao maior número de transcritos, é o facto de esta linha apresentar também uma 

maior incidência 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 região de -519 

a -121 pares de bases do promotor a estrutura da cromatina possa ser mais descompactada em 

Dongjin que em Nipponbare. 

 

 

Figura 21 - Hipótese para a regulação diferencial do gene OsDREB1B em Nipponbare versus Donjin. 
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3. A indução da expressão do gene OsDREB1B em resposta ao frio é potenciada pela 

presença de epimutações  

 

Os dois mutantes estudados, HAC704 e DMT706, são knockouts de uma acetiltransferase 

histónica (oshac704) e de uma de novo metiltransferase de DNA (osdrm2) respectivamente, e são 

ferramentas importantes para a compreensão da influência destas epi-enzimas na regulação 

epigenética de genes específicos. Uma vez que a metilação de DNA, quando localizada em 

regiões promotoras de genes, é geralmente uma marca associada à repressão transcricional 

[Suzuki e Bird, 2008] é expectável que a mutação osdrm2 esteja associada a hipometilação do 

DNA e subsequente aumento de expressão de genes específicos. O presente estudo de expressão 

do gene OsDREB1B no mutante DMT706 revelou níveis de sobre-expressão mais elevados (̴ 4 

vezes mais) de OsDREB1B em stress de frio que em Dongjin (wt) sugerindo que a metilação 

possa ter um papel relevante na regulação epigenética deste gene. Adicionalmente, pode também 

haver o envolvimento de siRNA ou ncRNA na metilação de DNA (RNA-directed DNA 

Methyltransferase) [Sharma et al., 2009; Moritoh et al., 2012] sendo também possível que a maior 

sobre expressão do gene seja uma consequência indireta da ausência de OsDRM2. São, no entanto, 

necessárias mais análises para confirmar o envolvimento de OsDRM2 na metilação da região 

promotora de OsDREB1B. 

No knockout de oshac704 é expectável um fenótipo molecular de hipoacetilação global e 

subsequente redução de níveis de expressão de genes específicos, dado a acetilação histónica estar 

geralmente associada a uma maior permissividade transcricional, de promotores/genes onde 

existam estas marcas. No entanto, no presente estudo, a sobre-expressão 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 possível que haja um efeito compensatório entre diferentes 

acetiltransferases pelo que os níveis globais de acetilação podem não ser substancialmente 

alterados.  

 

4. Alteração da paisagem histónica em mutantes epigenéticos 

 

Neste estudo procuramos avaliar se a presença de epimutações específicas poderá 

influenciar o padrão de modificações 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 incidência de H3K9ac (F/R1 e 4, [-151; -3] e [-519; -355] 

respectivamente) apresentaram-se, nas linhas mutantes, com níveis aproximadamente basais 
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destas marcas. Assim sendo, a sobre-expressão de OsDREB1B nos mutantes poderá não ser 

determinada pela marca H3K9ac. 

No que diz respeito à 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 condições controlo, aumentando gradualmente à 

medida que a distância aumenta em relação ao sítio de início da transcrição. Em contraste, a linha 

HAC704 apresenta, maior incidência da marca H4K5ac na proximidade do ATG em condições 

de stress de frio, e um aumento nas restantes regiões em condições controlo. No entanto, a marca 

H4K5ac não apresentou indícios de incidência relevante em Dongjin, HAC704 ou DMT706, 

sendo os valores similares aos mais baixos registados em Nipponbare sugerindo que a indução de 

sobre-expressão de OsDREB1B poderá não estar relacionada com a presença desta marca e 

portanto a indução deste gene poderá depender de outras marcas ou outros mecanismos 

adicionais. Num sistema em que exista uma deficiência enzimático-funcional de descompactação 

da cromatina, como poderá acontecer na linha HAC704, é expectável que existam outros 

mecanismos de descompactação que permitam uma acessibilidade viável aos genes por parte da 

maquinaria transcricional. O efeito da mutação oshac704 pode ser compensado pela existência 

das diferentes acetilases histónicas identificadas em arroz [Liu et al., 2012]. 

A linha DMT706, com a mutação osdrm2, uma de novo metiltransferase de DNA, pode 

ser um outro exemplo de um organismo com mecanismos de tolerância à insuficiência regulatória 

da estrutura da cromatina pois está patente a falta de uma enzima muito importante para a 

metilação de novo de DNA que permite a atribuição de grupos metilo em todos os contextos de 

sequência (periferia de citosinas), e na manutenção de metilação em grupos não-CG [Cao e 

Jacobsen, 2002a; Cao et al., 2003]. Muito embora a frequência de plantas viáveis seja afetada, é 

possível que ocorra um novo estabelecimento de homeostase celular de forma a manter uma 

relação funcional entre metabolismo e expressão genética, que seja permissivo à variação 

necessária da estrutura da cromatina como forma de regular a expressão de genes. A linha 

DMT706 apresenta uma taxa de sobrevivência bastante reduzida (19%) e elevada sobre-expressão 

de OsDREB1B (maior que em HAC704), o que indica que esta enzima apresenta um papel 

relevante na regulação genética (Figura 22). Assim sendo, uma nova homeostase, estabelecida 

para uma estrutura funcional da cromatina, apresenta provavelmente uma permissividade 

transcricional mais generalizada pois a metilação de DNA é mais estável e abrangente que as 

modificações histónicas (aplicadas por OsHAC704 por exemplo). Apesar de existirem 10 

metiltransferases [Sharma et al., 2009] e oito acetiltransferases [Liu et al., 2012] identificadas em 

arroz, é justificável que a taxa de sobrevivência no mutante HAC704 tenha sido maior que a de 

DMT706 (50 contra 19%) pois esta modificação faz parte de um mecanismo epiregulador menos 

abrangente e específico, enquanto OsDRM2 faz parte de um grupo mais restrito de 

metiltransferases (as de novo metiltransferases) com funções particularmente importantes no 
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funcionamento celular. Portanto, é expectável que em DMT706 ocorra não só um aumento de 

expressão de OsDREB1B, mas também de muitos outros genes cuja metilação de DNA terá sido 

parcialmente diminuída. Esta hipótese justifica a reduzida taxa de sobrevivência na linha 

DMT706 bem como a elevada sobre-expressão de OsDREB1B nesta linha pois poderá envolver 

uma maior pressão sobre os sistemas de regulação (epi)genética. 

 

 

Figura 22 - Hipótese para a regulação diferencial do gene OsDREB1B na presença de epimutações. 
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5. A indução da expressão 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 alterações das marcas epigenéticas estabelecidas nomeadamente, hipometilação global 

do DNA e rearranjo da cromatina [Santos et al., 2002] podendo também ter efeitos na paisagem 

histónica causando a perda de histonas metiladas [Komashko et al., 2010]. A tricostatina A, é 

uma droga inibidora de desacetilases que induz a hiperacetilação das histonas.  

Neste estudo, o tratamento com 5-azacitidina (5-AC) causou alterações na expressão de 

OsDREB1B nomeadamente, Dongjin e mutantes apresentam um declive de sobre-expressão de 

OsDREB1B semelhante ao observado no tratamento de frio, na ausência de droga. A 5-AC tem 

uma ação repressora de OsDREB1B, mas não de forma específica sugerindo que a regulação deste 

gene seja influenciada por outros mecanismos reguladores. A tricostatina A, por outro lado, 

apresenta uma normalização generalizada da expressão e sobre-expressão de OsDREB1B, em 

todas as linhas estudadas sendo os valores de amplificação de expressão relativamente 

semelhantes entre si, independentemente do background genético ou epigenético. Em milho, a 

droga TSA foi referida como sendo capaz de inibir seletivamente a transcrição do gene DREB1 

que é fortemente induzido por frio [Hu et al., 2011]. Neste trabalho, esta droga causou uma 

indução da expressão de OsDREB1B o que estará relacionado com o efeito hiperacetilante e 

indutor de permissividade transcricional da cromatina desta droga.  
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VI - Conclusões e Perspetivas futuras 

 

Com o presente trabalho concluiu-se que o stress de frio (4 °C) induz a expressão de 

OsDREB1B em todas as linhas analisadas, sendo a sobre-expressão do gene maior em Nipponbare 

que nos restantes genótipos. Na presença de epimutações, nomeadamente os knockouts de osdrm2 

(DMT706) e de oshac704 (HAC704) o gene OsDREB1B é mais expresso do que em Dongjin 

(wt), sendo que a indução da expressão em resposta ao frio foi maior em DMT706 que em 

HAC704. Relativamente ao padrão de marcas histónicas ao longo do promotor de OsDREB1B, 

Nipponbare e Dongjin apresentaram diferenças. Dongjin registou uma maior predominância da 

marca H3K9ac na região de -519 a -355 pares de bases em relação ao ATG em condições controlo 

(28 °C) enquanto Nipponbare possui maior presença de H4K5ac na região de -280 a -121 pares 

de bases sob stress de frio  (4 °C) sugerindo que a regulação epigenética de OsDREB1B seja 

influenciado pelo genótipo. No caso dos epi-mutantes (HAC704 e DMT706) registou-se um 

empobrecimento das marcas histónicas testadas sugerindo que a expressão de OsDREB1B não 

depende necessariamente da presença de OsDRM2 nem de OsHAC704 para a sua sobre-expressão 

em condições de stress de frio.  

No que diz respeito a perspetivas futuras, seria importante a análise simultânea de 

diferentes marcas e de uma forma integrada com a especificidade celular. O sistema de micro-

fluídica desenvolvido para células de animais, pode permitir decifrar com melhor qualidade e 

precisão diferentes marcas histónicas em simultâneo. Novas abordagens no estudo de marcas 

epigenéticas podem também passar pelo estudo de marcas contextualizantes, como é o caso da 

glutationilação histónica, uma marca com grande abrangência e relevância intracelular, que nos 

permite interligar respostas epigenéticas adaptativas com estados energéticos variáveis. O 

envolvimento da glutationilação histónica na resposta epigenética a stresses pode ser um bom 

indicador tanto de respostas a stresses, como um possível normalizador entre respostas cruzadas 

como no caso do stress osmótico com o stress de frio, ou ainda um delator de diferentes estados 

energéticos celulares, que podem influenciar não só as respostas a stress como a atribuição de 

outras marcas epigenéticas.  
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VIII - Anexos 

 

 

 

Mutantes de Dongjin 

 

 

Linhas mutantes adquiridas de POSTECH 

 

 

DMT706  osdrm2 mutant (LOC_Os03g02010)  

 

HAC704  oshac704 mutant (LOC_Os06g49130) 

 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

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

OsActin usado como controlo. 
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Soluções 

 

1. Meio Yoshida 

Para fazer o meio Yoshida foi necessário produzir 6 soluções stock, 5 delas denominadas 

de Macronutrientes, e a restante de Micronutrientes. 

1.1. Macronutrientes 

As soluções de Macronutrientes foram feitas, com as seguintes massas pesadas, para um 

volume de 200 ml cada uma: para a solução de nitrato de amónia (NH4NO3 – Duchefa) dissolveu-

se 12,28 gramas; para fosfato de sódio (NaH2PO4.H2O – Riedel-de Haën dissolveu-se 8,046 

gramas; para sulfato de potássio (K2SO4 – Fluka) 14,28 gramas; para o cloreto de cálcio 

(CaCl2.2H2O – Duchefa) 23,43 gramas; e para o sulfato de magnésio (MgSO4.7H2O – Sigma) 

64,8 gramas. 

1.2. Micronutrientes 

A solução Micronutrientes foi feita utilizando as seguintes massas de cada constituinte: 

0.2544 gramas de cloreto de manganês (MnCl3.4H2O – Sigma); 0.0148 gramas de molibdato de 

amónia ((NH4)6Mo7O24 – Fluka); 0.007 gramas de sulfato de zinco (ZnSO4.7H2O – Duchefa); 

0.1868 gramas de ácido bórico (H3BO3 – Duchefa); 0.0062 de sulfato de cobre (CuSO4.5H2O – 

Duchefa); 1.54 gramas de cloreto férrico (FeCl3.6H2O – Fluka); e 2.38 gramas de ácido cítrico 

(C6H8O7.H2O – Sigma). 

 

As anteriores massas foram então utilizadas para fazer a solução stock de Micronutrientes. 

Para tal dissolveu-se o cloreto férrico em 10 ml de água, e os restantes em apenas 5 ml; misturou-

se as 7 soluções em 100 ml de água, e agitou-se durante 15 minutos. A seguir adicionou-se 10 ml 

de ácido sulfúrico (H2SO4 – Sigma-Aldrich) e aferiu-se com água até aos 200 ml totais, sempre 

com agitação. 

 

2. Soluções stock 

2.1. Benlato 

Dissolveu-se 1 grama de benlato/carbendazim (Sigma) em 1 litro de água bidestilada, e 

esterilizou-se em autoclave. 

2.2. Solução de 5-Azacitidina 

Dissolveu-se 39.1 mg de 5-azacitidina (Sigma-Aldrich) em 2 l de meio Yoshida, e 

esterilizou-se em autoclave. A concentração final pretendida foi de 80 µM. [Yamamoto et 

al., 2015] [Zhang et al., 2013] 

2.3. Solução de Tricostatina A 

Diluiu-se 750 µl de tricostatina A (Sigma-Aldrich - 10 mM em DMSO) em Yoshida, para 

um total de 0.5 l de meio com droga, e esterilizou-se em autoclave. A concentração final 

pretendida foi de 15 µM. [Baubec et al., 2009] [Zhang et al., 2013] 

2.4. Soluções stock para imunoprecipitação de cromatina (ChIP) 

 

2.4.1. Β-mercaptoetanol 

Foi usada uma solução stock de β-mercaptoetanol (14.3 M) da Sigma-Aldrich. 

2.4.2. Butirato de Sódio 

Dissolveu-se butirato de sódio (Aldrich) em água bidestilada, e guardou-se a solução 

em condições ambiente, com o schott envolvido em alumínio para evitar a degradação 

oxidativa induzida pela luz ambiente. A concentração final pretendida foi de 250 mM. 

2.4.3. DTT (ditiotreitol) 

Dissolveu-se ditiotreitol (Sigma-Aldrich) em água bidestilada, e esterilizou-se a 

solução. 

A concentração final pretendida foi de 1 M. 

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

ser usada. 

2.4.4. EDTA pH 8 
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Dissolveu-se 18.61 gramas de ácido etilenodiaminotetra-acético (EDTA – Duchefa) em 

100 ml de água, e esterilizou-se a solução. A concentração final pretendida foi de 0.5 

M. 

2.4.5. Formaldeído 

Foi usada uma solução stock de p-formaldeído (37 % [v/v]) da Sigma-Aldrich. Esta 

solução é fulcral para a fixação da cromatina, e portanto deve-se apresentar transparente 

e íntegra, ou seja, se se apresentar com cor amarelada não deve ser usada para esta 

função pois encontrar-se-á oxidada, e como tal degradada. 

2.4.6. Glicina 

Dissolve-se 13.513 gramas de Glicina sólida (Sigma) por cada 45 ml aferidos com água 

milli-Q, de forma a obter uma solução de concentração 2 M. Depois de dissolvido, com 

agitação, a solução tem que ser passada por filtros com porosidade de 0.2 µm, e 

guardada a 4 °C até ser usada. 

Esta solução deve ser usada no próprio dia, ou no dia seguinte, para evitar incluir 

contaminações no passo de fixação da cromatina. 

2.4.7. Inibidor de proteases 

A solução de inibição de proteases foi feita dissolvendo 6 pastilhas/tablets de Complete 

protease inhibitor (Roche) para obter uma solução 25x concentrada. 

Para efeito de conservação guardou-se a solução a -20 °C até que fosse necessária. 

2.4.8. LiCl 

Dissolve-se 8,478 gramas de cloreto de lítio (Sigma) em 50 ml de água bidestilada e 

esterilizou-se a solução. 

A concentração final pretendida foi de 4 M. 

A solução foi guardada em condições ambiente. 

2.4.9. MgCl2.(6H2O) 

Dissolveu-se 10.17 gramas de dicloreto de magnésio hexahidratado (MgCl2.6H2O - 

Duchefa) em 50 ml de água bidestilada, e esterilizou-se a solução. A solução final 

pretendida foi de 1 M. 

2.4.10. NaCl 

Dissolveu-se NaCl (Duchefa) em água bidestilada de forma a obter uma concentração 

de 5 M, e autoclavou-se a solução para a esterilizar. 

2.4.11. PMSF (fenilmetilsulfonil flúor) 

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

2.4.12. Tris-HCl pH 6.8 

Dissolveu-se 12.11 gramas de Tris(hidroximetil)/Trizma (Duchefa) em 100 ml de água 

bidestilada, e adicionou-se HCl (AppliChem) até a solução atingir pH de 6.8. De seguida 

esterilizou-se a solução em autoclave. 

A concentração final pretendida foi de 1 M. 

2.4.13. Tris-HCl pH 8 

Dissolveu-se 30.29 gramas de Tris(hidroximetil)/Trizma (Duchefa) em 250 ml de água 

bidestilada, e adicionou-se HCl (AppliChem) até a solução atingir pH de 8.0. De seguida 

esterilizou-se a solução em autoclave.  

A concentração 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 sódio) 

Dissolveu-se dodecil sulfato de sódio (SDS – Sigma) em pó, de forma a obter uma 

solução de 10% m/v em água bidestilada (p.ex.: 10 gramas/100 ml). A solução foi 

guardada em condições ambiente. 

2.4.16. Sucrose 

Dissolve-se 150.612 gramas de Sucrose (Duchefa) por cada 110 ml aferidos com água 

milli-Q, de forma a obter uma concentração final 2 M. Depois de dissolver o açúcar, 

com agitação, a a solução tem que ser passada por filtro com porosidade de 0.45 µm, e 

guardada a 4 °C até ser usada. 
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Esta solução deve ser usada no próprio dia, ou no dia seguinte, para evitar incluir 

contaminações no passo de infiltração e/ou fixação da cromatina. 

 

 

2.4.17. Tampões para Imunoprecipitação da cromatina (ChIP) 

 

2.4.17.1. Passo de Infiltração 

Os volumes em seguidas discriminados são para uma amostra apenas. É portanto 

necessário multiplicar o volume total de tampão pelo número de amostras a utilizar, 

para análises ou ensaios mais extensos. 

Todos os tampões devem ser feitos no próprio dia, para evitar contaminações, e 

variação de concentrações por evaporação de solventes. 

 

2.4.17.1.1. Tampão A 

Misturou-se os seguintes volumes de soluções stock, para um total de 200 ml 

aferidos com água bidestilada esterilizada: 8 ml da solução de butirato de 

sódio (stock a 250 mM); 40 ml de sucrose (2M); 2 ml de Tris pH 8 (1 M); 70 

µl de β-mercaptoetanol (14,3 M – Sigma-Aldrich); 200 µl de PMSF (100 

mM); e 4.324 ml de formaldeído (37% v/v), para obter uma concentração final 

de 0.8 % (v/v). 

2.4.17.1.2. Tampão B 

Misturou-se os seguintes volumes de soluções stock, para um total de 40 ml 

aferidos com água bidestilada esterilizada: 1.6 ml de butirato de sódio (250 

mM); 8 ml de sucrose (2M); 400 µl de Tris pH 8 (1 M); 13.99 µl de β-

mercaptoetanol (14.3 M – Sigma-Aldrich); 40 µl de PMSF (100 mM); e 800 

µl de Complete protease inhibitor (25x - Roche). 

2.4.17.1.3. Tampão C 

Misturou-se os seguintes volumes de soluções stock, para um total de 1 ml 

aferido com água bidestilada e esterilizada: 40 µl de butirato de sódio (250 

mM); 125 µl de sucrose (2M); 10 µl de Tris pH 8 (1 M); 0.35  µl β-

mercaptoetanol (14.3 M – Sigma-Aldrich); 1 µl de PMSF (100 mM); 10 µl de 

MgCl2 (1 M); 50 µl de Triton X-100 (Thermofisher); e 40 µl de Complete 

protease inhibitor (25x – Roche). 

2.4.17.1.4. Tampão D 

Misturou-se os seguintes volumes de soluções stock, para um total de 1.8 ml 

aferidos com água bidestilada e esterilizada: 72 µl de butirato de sódio (250 

mM); 1.476 ml de sucrose (2M); 18 µl de Tris pH 8 (1 M); 0.6 µl de β-

mercaptoetanol (14.3 M – Sigma-Aldrich); 1.8 µl de PMSF (100 mM); 3.6 µl 

de MgCl2 (1 M); 13.5 µl de Triton X-100 Thermofisher); e 72 µl de Complete 

protease inhibitor (25x – Roche). 

2.4.17.1.5. Tampão E 

Misturou-se os seguintes volumes de soluções stock, para um total de 300 µl 

aferidos com água bidestilada e esterilizada: 7.5 µl de Tris pH 8 (1 M); 3 µl 

de EDTA pH 8 (0.5 M); 15 µl de SDS (10% m/v); 0.3 µl de PMSF (100 mM); 

e 12 µl de Complete protease inhibitor (25x – Roche). 

2.4.17.1.6. Tampão F 

Misturou-se os seguintes volumes de soluções stock, para um total de 1.8 ml 

aferidos com água bidestilada e esterilizada: 90 µl de Tris pH 8 (1 M); 3.6 µl 

de EDTA pH 8 (0.5 M); 54 µl de NaCl (5 M); 9 µl de Triton X-100 

(Thermofisher). 

2.4.17.1.7. Tampão G 

Misturou-se os seguintes volumes de soluções stock, para um total de 300 µl 

aferidos com água bidestilada e esterilizada: 18.8 µl de Tris pH 8 (1 M); 12 µl 

de NaCl (5 M); 60 µl de SDS (10% m/v); 3 µl de DTT (1 M). 
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2.4.17.2. Passo de Lavagem 

Depois de feitas, todas as seguintes soluções foram esterilizadas em autoclave. 

 

2.4.17.2.1. Tampão de lavagem de LiCl 

Misturou-se os seguintes volumes de soluções stock, para um total de 500 ml 

aferidos com água bidestilada: 31.25 ml de LiCl (4 M); 25 ml de Igepal (Sigma 

Aldrich); 5 gramas de desoxicolato sódico (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. Tampão de lavagem de Low salt 

Misturou-se os seguintes volumes de soluções stock, para um total de 500 ml 

aferidos com água 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. Tampão de lavagem de High salt 

Misturou-se os seguintes volumes de soluções stock, para um total de 500 ml 

aferidos com água 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. Tampão de lavagem de TE 

Misturou-se os seguintes volumes de soluções stock, para um total de 500 ml 

aferidos com água bidestilada: 5 ml de Tris pH 8 (1 M); e 1 ml de EDTA pH 

8 (0.5 M). 

 

 

 

 

 


