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RESUMO
Dindmica nucleolar e a heranga epigenética dos genes ribossomais

O nucléolo é uma organela subnuclear formada pela atividade transcricional
dos genes ribossomais 18S-5.85-26S (rDNA 45S) e consequente biogénese dos
ribossomos. A atividade destes genes resulta na regido organizadora do nucléolo
(NOR), na forma de uma constricdo secundaria em cromossomos metafasicos. As
constricbes secundéarias se condensam progressivamente durante a mitose e se
descondensam ao final da tel6fase quando a reestruturacdo do nucléolo se inicia.
Genomas que apresentam mais de um locus de rDNA 45S deve apresentar,
obrigatoriamente, pelo menos um par de NORs, enquanto os demais loci poderdo ou
nao serem expressos. O controle da expressédo dos genes ribossomais e a formagao
da cromatina nucleolar sdo modulados por eventos epigenéticos. Embora alguns
pontos sobre o funcionamento dos genes ribossomais e a formacdo do nucléolo
estejam bem estabelecidos, questbées como o padrdo de condensacao da cromatina
nucleolar durante a mitose, o padrao de funcionamento de sitios adicionais de genes
ribossomais, o papel das modificacdes epigenéticas na dindmica da cromatina
nucleolar e na expressao do rDNA 45S e o mecanismo de heranca dos genes ativos,
permanecem abertas. A espécie Crotalaria juncea (Leguminosae-Papilionoideae),
com 2n=2x=16 cromossomos, que possui um locus de rDNA 45S no braco curto do
cromossomo 1, que sempre forma constricdo secundaria, e um sitio adicional com
atividade facultativa no braco curto do cromossomo 4, € um excelente modelo para o
estudo destas questdes. No contexto apresentado, foram estudadas a dinamica de
condensacao das NORs durante o ciclo celular e sua correlacdo com a atividade dos
genes ribossomais, incluindo o locus adicional, e ainda o papel da metilacdo da
citosina do DNA durante estes processos. Os resultados demonstram que a
cromatina da regido organizadora do nucléolo segrega em um estado
descondensado durante a mitose, na forma de constricdo secundaria, ou seja, tal
estrutura ndo se condensa durante a metafase e ndo volta a se distender no inicio
da tel6fase. Aparentemente, o que causa correlacdes equivocadas entre a atividade
nucleolar e a observacdo morfoldgica da constricdo secundaria na metafase € a
contracao forcada da cromatina da NOR causada por agentes antimitogénicos. Este
modelo de segregacdo em um estado aberto pode ser explicado pela descricdo de
diversas proteinas que permanecem diretamente ligadas ou indiretamente
associadas a regido da NOR durante a mitose, funcionando como uma barreira
fisica para a compactacdo. Ambos os sitios, principais e adicionais, do rDNA 45S
presentes em Crotalaria juncea apresentam atividade transcricional, embora o locus
do cromossomo 4 mostre atividade facultativa. Ao contrario do que foi anteriormente
proposto, uma vez ativo, o locus adicional permanece descondensado durante todo
o ciclo mitético, seguindo o mesmo comportamento dos sitios principais. As
constricdes secundarias e a cromatina nucleolar sdo hipermetiladas em nivel
citologico, independentemente de sua atividade. A aparente hipometilagdo
observada no rDNA 45S em cromossomos mitoticos e nucleos interfasicos se deve
ao menor grau de compactagcdo da regido organizadora do nucléolo e,
consequentemente, a baixa densidade de cromatina.

Palavras-chave: rDNA 45S; Nucléolo; Constricdo secundaria; NOR; Metilacdo de
DNA,; Fibrilarina; Epigenética



12



13

ABSTRACT
Nucleolar dinamics and the epigenetic inheritance of ribosomal genes

The nucleolus is a subnuclear organelle formed as a result of transcriptional
activity of ribosomal RNA genes 18S-5.8S5-26S (45S rDNA) and subsequent
ribosome biogenesis. This activity forms the nucleolar organizing region (NOR) as a
secondary constriction in metaphase chromosomes. The secondary constrictions
progressively condense during mitosis and decondense at the end of telophase,
when nucleoli start to reassemble. Genomes presenting more than one 45S rDNA
locus must have at least one pair of NOR bearing chromosomes, while other loci may
be expressed or not. Ribosomal gene expression and nucleolar chromatin assembly
are modulated by specific epigenetic events. Although some topics related to rDNA
gene activity and nucleolus formation are well understood, questions such as the
behavior of nucleolar chromatin condensation during mitosis, standard functions
associated with rDNA additional sites, role of epigenetic modifications in nucleolar
chromatin and 45S rDNA expression processes, and inheritance mechanism of
active genes, remain to be solved. Crotalaria juncea (Leguminosae — Papilionoideae)
has 2n=2x=16 chromosomes and carries a 45S rDNA locus at the short arm of
chromosome 1, always presenting a secondary constriction, and an additional site
with facultative activity at the short arm of chromosome 4, being an excellent model
to resolve these questions. Thus, this study aimed to study NOR condensation
dynamics during the cell cycle and its correlation with ribosomal gene activity,
including the additional locus, while analyzing the role of rDNA cytosine methylation
during this process. The results show that NOR chromatin segregate in a
decondensed way throughout mitosis, as a secondary constriction. In other words,
this structure does not condense during metaphase and the NOR is not reassembled
at the beginning of telophase. Misinterpretations relating nucleolar activity with
morphological observations of secondary constrictions, appear to be induced by the
artificial contraction of NOR chromatin caused by antimitotic drugs. This segregation
model in an open state may be supported by strong diversity of proteins that are
maintained attached to NORs during mitosis, serving as a physic barrier for
condensation. Both principal and additional 45S rDNA sites of C. juncea are
transcriptionally active, although the additional locus in chromosome 4 presented
facultative activity depending upon ribosomal request. Unlike what was previously
proposed, once the additional site is activated, it remains in an open configuration
throughout the cell cycle, similarly to principal site behavior. Secondary constrictions
and nucleolar chromatin are hypermethylated at cytological level, regardless of their
activity. The seeming hipomethylated state of 45S rDNA in interphase nucleus and
mitotic chromosomes is due to a lower compaction level of nucleolar organizing
regions and subsequent low chromatin density.

Keywords: 45S rDNA; Nucleolus; Secondary constriction; NOR; DNA methylations;
Fibrillarin; Epigenetics
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1 INTRODUCAO

Células em atividade demandam uma constante producdo de rRNA para
assegurar o suprimento de ribossomos necessarios a sintese protéica. Parte da
biogénese ribossomal acontece no interior do nucléolo. Dentre seus componentes,
um dos mais importantes sdo os clusters de genes de rRNA 45S (ou rDNA 45S)
arranjados in tandem. O motivo do rDNA 45S compreende os genes de rRNA 18S,
5.8S e 26/28S intercalados por espacadores transcritos internos (ITS1 e ITS2) e
flanqueados por espacadores transcritos externos (ETS1 e ETS2). Este arranjo
génico, por sua vez, € separado por um espacador intergénico (IGS) que carrega
sequéncias regulatérias, como o promotor génico e diversos enhancers. Apesar dos
loci de rDNA 45S possuirem de centenas a milhares de copias, dependendo do
organismo, apenas uma fragdo muito pequena destes genes € realmente expressa.

Os genes ribossomais tem sua expressdo maxima durante a interfase e
préfase. Ao final da profase, a sintese de rRNA comeca a declinar até que seja
cessada, quando o nucléolo é desfeito. Deste modo, acredita-se que a medida que a
sintese de rRNA decai, o nucléolo se desestrutura e a regido da NOR, antes
distendida, se condensa progressivamente ao longo do restante do ciclo.
Consequentemente, durante a metafase final, anafase e teléfase inicial o locus de
rDNA 45S permaneceria condensado e, portanto, inativo. Somente ao final da
teléfase estes loci comecariam a se distender novamente e os genes voltariam a
entrar em atividade para formar novos nucléolos. Esta dindmica de condensacéo e
descondensacéo das constricbes secundarias durante o ciclo celular € bem aceita
entre os citologistas, embora ndo tenham sido feitos estudos especificos acerca
deste comportamento.

Atualmente, acredita-se que o controle da expresséo génica € mediado por
alteracbes na conformacdo da cromatina, mediante mecanismos epigenéticos,
dentre os quais estdo as modificacbes pos-translacionais nas caudas N-terminais
das histonas e modificacbes covalentes nos nucleotideos, como a metilacdo de
citosinas do DNA. Algumas modificacdes sdo marcas especificas para certos tipos
de controle, como por exemplo, a metilacdo da H3K9 e a hipermetilacédo de citosinas
do DNA séo relacionadas ao silenciamento génico, enquanto a metilagdo da H3K4 e
a hipometilacdo de citosinas do DNA sao conhecidas como marcadores para

eucromatina.



16

A metilacédo de citosinas do DNA tem sido o principal objeto de estudo acerca
do controle epigenético da expressdo dos genes ribossomais. A partir de dados
citolégicos é descrito na literatura que, a regido da heterocromatina perinucleolar se
apresenta hipermetilada, enquanto a eucromatina do rDNA 45S se encontra
hipometilada, pelo fato das constricbes secundarias de cromossomos metafasicos
nao apresentarem marcacdo quando imunodetectadas contra a 5’-metilcitosina.
Apesar destas constatacdes, dados moleculares demonstraram que apenas uma
pequena fracdo do total de genes possui apenas um curto trecho da regido
promotora hipometilada, sendo esta regido responsavel pela atividade ou ndo do
gene downstream. A ambiguidade destas informacdes ndo permite conhecer, de
fato, qual o padrdo de metilacdo dos arranjos de rDNA 45S, talvez por ndo terem
sido feitas analises minuciosas, utilizando-se de técnicas com resolucéo
suficientemente capaz de detalhar tal padrdo. Considerando que a metilagdo de
citosinas do DNA ¢é relacionada a compactacado da cromatina, a condensacédo das
constricbes secundarias durante a mitose teria que resultar no aumento dos niveis
desta modificacdo. Consequentemente, tais regibes se mostrariam tao brilhantes
guanto as heterocromatinas perinucleolares durante toda a mitose, quando
imunolocalizadas contra a 5’-metilcitosina. Porém, ndo se sabe ao certo qual o
comportamento da metilagdo de citosinas do DNA e se existem flutuacbes desta
indexacdo durante o ciclo celular.

No sentido de comprovar tais hipéteses e ampliar os conhecimentos
citolégicos acerca da nucleologénese e do comportamento e indexacdo epigenética
do rDNA 45S, o presente trabalho objetiva caracterizar:

I. a dindmica da estruturacéo e desestruturagcédo do nucléolo no ciclo mitético;

Il. a atividade do organizador nucleolar adicional presente no cromossomo 4;

[ll. o comportamento das constricdes secundarias durante o ciclo celular;

IV. o padrdo de metilagéo das citosinas do DNA dos genes ribossomais;

V. a organizacao dos genes ribossomais 18S e 26S no genoma,

a partir das metodologias de Hibridagdo Molecular in situ Fluorescente (FISH)
utilizando como sonda o arranjo dos genes de rRNA 45S, ou os genes de 18S e 26S
individualmente, da imunolocalizacdo da fibrilarina, uma importante proteina
nucleolar, e da imunodetecgéo da 5’-metilcitosina, principal modificacdo epigenética

relacionada ao controle da expressao génica.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Estrutura do nucléolo

De acordo com a extensa revisdo feita por Montgomery (1899), a primeira
observacéo do nucléolo foi feita por Fontana (1781), a partir da descrigdo do tecido
epidérmico de enguias. Este autor chamou o nucleo de “corpos oviformes” e o
nucléolo de “une tache” (do francés, “uma mancha”). O termo nucléolo foi introduzido
por Valentin (1836, apud SCHWARZACHER; WACHTLER, 1983), decorrente da
observacdo de preparacdes citologicas, onde foi visualizada uma mancha
densamente corada no interior dos nucleos. O estudo do comportamento do
nucléolo no ciclo celular foi primeiramente descrito por Quatrefage (1849), que
observou, em meidcitos de vermes, que esta estrutura desaparecia ao longo da
divisdo celular. Leydig (1852) observou a presencga de estruturas vacuolares no
interior dos nucléolos, correspondendo a primeira descricdo da complexidade
estrutural deste subcompartimento nuclear. A partir da coloracdo com azul de
toluidina, Ruzicka (1899) notou que no interior do nucléolo haviam corpusculos
densamente corados, aparentemente correspondentes ao que hoje se chama de
centros fibrilares. Usando de técnicas de impregnacdo por nitrato de prata em
estudos de neurohistologia, Cajal (1903) descreveu Varios tipos nucleolares, notando
granulos altamente corados, por¢cées de pouca coloracdo e alguns indicativos da
presenca de redes, formadas por material prata positivo no interior do nucléolo.
Deste modo, o nucléolo foi tratado como uma estrutura comum no interior dos
nacleos, antes mesmo da descricdo dos cromossomos e do seu papel na divisdo
celular ter sido realizada (SCHWARZACHER; WACHTLER, 1983).

A primeira associagdo entre um segmento cromossOmico especifico e a
formacéo do nucléolo na intérfase foi feita por Heitz (1931, apud SCHWARZACHER,;
WACHTLER, 1983) e posteriormente chamado por McClintock (1934) de
“organizador nucleolar”. Quando ocorre a expressao deste locus, a regiao é entao
chamada “Regiao Organizadora do Nucléolo” (abrevia-se RON ou NOR). A apari¢cédo
de um nucléolo &, portanto, o resultado da expressdo desta fracdo cromossémica,
correspondente ao conjunto de genes ribossomais, ou genes de rRNA ou rDNA
(SAEZ-VASQUEZ; MEDINA, 2008). A primeira correlacdo da constricdo secundaria

ao aparecimento do nucléolo foi feita por McClintock (1934). Posteriormente, a partir
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da imunolocalizagdo de componentes do complexo da RNA polimerase |, tais como
UBF (fator de ligacdo upstream), SL1/TIFIB, entre outras proteinas que permanecem
ligadas as NORs em cromossomos metafasicos, as constricbes secundarias
passaram a ser associadas a atividade transcricional dos genes ribossomais
(ROUSSEL et al., 1993). Tais proteinas podem ser localizadas nas NORs ativas a
partir da impregnacéo por nitrato de prata (HOWELL, 1977). A técnica de coloragéo
usando nitrato de prata (bandamento Ag-NOR) é conhecida por ser capaz de corar
diferencialmente proteinas argiréfilas envolvidas no controle da expressao e
processamento dos genes ribossomais. As principais proteinas prata-positivas séo a
nucleolina e a proteina B23, detectadas durante a intérfase, e a subunidade maior
da RNA polimerase |, a fibrilarina, juntamente a alguns fatores de transcricdo, como
0 UBF e o SL1, que além de estarem presentes na intérfase, permanecem de
alguma maneira associadas a contricdo secundéaria durante a mitose (ROUSSEL;
HERNANDEZ-VERDUN, 1994).

As extremidades da NOR se comportam como knobs heterocromaticos, cuja
funcdo, apesar de pouco conhecida, aparentemente estd associada a estruturacao
do nucléolo. A heterocromatina perinucleolar de humanos, tanto em NORs ativas
guanto nas inativas, € composta por blocos de DNA satélite que circundam a NOR e
clusters de genes de rRNA silenciados (SULLIVAN et al.,, 2001). Além disso, foi
observado que a desestruturacdo desta regido constantemente condensada esta
relacionada a instabilidades no rDNA, a desintegracdo do nucléolo e a senescéncia
celular. Por meio de translocacdes reciprocas em cromossomos de milho,
McClintock (1934) mostrou que o locus de rDNA 45S é redundante, ou seja, tal
regido é constituida de um arranjo repetitivo in tandem onde apenas uma fracado dos
genes estado ativos (WALLACE; LANGRIDGE, 1971), embora genes inativos sejam
potencialmente passiveis de transcricdo. Esta conclusdo pdde ser tirada uma vez
gue a regido translocada, correspondente a heterocromatina perinucleolar, foi capaz
de formar um novo nucléolo em um cromossomo anteriormente ndo portador de
sequéncias de rDNA 45S (McCLINTOCK, 1934).

Diferente das demais estruturas celulares, o nucléolo ndo possui membrana,
sendo um agregado estavel de macromoléculas composto de genes ribossomais,
rRNAs precursores e maduros, enzimas para o0 processamento dos rRNAs,
snoRNAs (pequenos RNAs nucleolares), proteinas ribossomais e ribossomos

parcialmente montados (WARNER, 1979). Com o avan¢o da microscopia e das
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técnicas moleculares foi descoberto que o nucléolo € responsavel, principalmente,
pela sintese e processamento do rDNA 45S, bem como pela biogénese dos
ribossomos (BUSCH; SMETANA, 1970). No entanto, na ultima década tem sido
comprovado que as fun¢des do nucléolo vao muito além das listadas anteriormente,
como por exemplo, no controle do crescimento e do ciclo celular, envelhecimento,
tumorigénese, maturacdo e montagem de RNAs ndo ribossomais e
ribonucleoproteinas (RNPs) e no sequestro ou exclusdo de macromoléculas ou
complexos macromoleculares nédo ribossomais (PEDERSON, 1998; OLSON et al.,
2002). Isso provavelmente explica o conceito de “nucléolo plurifuncional”
estabelecido por Pederson (1998), uma vez que muitos fatores nada relacionados a
sintese e biogénese ribossomal foram identificados em extracbes nucleolares
(ANDERSEN et al., 2005; BOISVERT et al., 2007). Exemplos destes fatores séo as
proteinas nucleostemina (POLITZ et al.,, 2005) e uma transcriptase reversa
relacionada & manutencg&o dos telémeros (DIEZ et al., 2006).

A biogénese dos ribossomos ocorre basicamente em trés etapas, cada uma
em um subcompartimento especifico dentro do nucléolo, sendo que, durante a
intérfase tais etapas sdo responsaveis por sua estrutura e organizacdo (DIMARIO,
2004). E uma caracteristica geral em todos os modelos de funcionamento do
nucléolo que seus componentes sejam organizados de forma vetorial e concéntrica,
de forma que a biogénese parte do centro para as bordas. De acordo com a revisao
feita por Schwarzacher e Wachtler (1983) os principais componentes nucleolares
passiveis de serem visualizados em microscopia eletrbnica sao: o centro fibrilar
(FC), o componente fibrilar denso (DFC) e o componente granular (GC). Os centros
fibrilares compreendem uma rede de fibras frouxas e relativamente espessas,
medindo de 4 a 8 nm de espessura, e quando visualizados em microscopia
eletrbnica correspondem as regibes de baixo contraste. Estas regides sao
conhecidas por carregarem o0os genes de rRNA 45S ativos e alguns complexos
protéicos. O componente fibrilar denso € composto de fibras de 3 a 5 nm de
espessura fortemente compactadas, onde em microscopia eletrénica corresponde a
porcdo opaca de forte contraste ao redor do FC. Apesar da presenca da RNA
polimerase | no FC ter sido reportada (GILBERT et al.,, 1995), em trabalhos
posteriores, a partir de incorporagdo de Br-UTP, foi detectada atividade
transcricional apenas na periferia do FC e notével atividade na zona de transicao
FC-DFC e no proprio componente fibrilar denso (CMARKO et al., 2000). Deste
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modo, este subcompartimento € considerado o local de transcricdo pela RNA
polimerase | e processamento inicial dos rRNAs. Por fim, o componente granular é
onde estdo imersos os demais componentes (FC e DFC), correspondendo ao local
de processamento final do rRNA e montagem dos ribossomos. Tal componente é
formado por granulos esféricos de cerca de 15 nm de didmetro, que correspondem
as particulas pré-ribossomais em varios estagios de maturacdo (revisdo em
SCHWARZACHER; WACHTLER, 1983; RASKA et al., 2004). Além destes
componentes, alguns nucléolos de plantas podem possuir um vacuolo grande, Unico
e central. Os vacUolos podem estar presentes em nucléolos com atividade
transcricional e processamento muito elevados, tipicos de células proliferativas em
estagio G2 do ciclo celular (DELTOUR; BARSY; DE, 1985).

Dependendo do estado funcional da célula o nucléolo tera determinada forma
e tamanho, sugerindo que o tipo de nucléolo reflete os niveis de atividade
transcricional (SCHWARZACHER; WACHTLER, 1983). Dentre os tipos de nucléolo
podem ser citados basicamente trés: os nucléolos em forma de anel, nucléolos com
nucleolonema e os nucléolos compactos. O nucléolo em forma de anel possui um
anico centro fibrilar central, imerso em uma zona relativamente fina de componente
fibrilar denso, que por sua vez é rodeado pelo componente granular. Este tipo de
nucléolo esta presente em células com baixa atividade transcricional e corresponde
a uma NOR parcialmente distendida. O nucléolo com nucleolonema se caracteriza
por apresentar uma rede de componente fibrilar denso em cujos loops estdo
alocados os centros fibrilares. O componente granular esta presente ao redor de
todo o componente fibrilar denso. Este segundo tipo corresponde as células em
inicio de uma elevada atividade transcricional e, por isso, mostra uma NOR bastante
distendida. Um nucléolo compacto possui varios centros fibrilares, rodeados por uma
camada relativamente espessa de componente fibrilar denso e incorporados em
grandes areas de componente granular. Células altamente ativas estdo associadas
a este tipo de nucléolo, mostrando NORs ainda mais distendidas que nos nucléolos
com nucleolonema (revisio em SCHWARZACHER; WACHTLER, 1983; RASKA et
al., 2004).

Ha quase quatro décadas o processo de fusdo nucleolar foi descrito como
sendo um processo extremamente ativo e dindmico que ocorre sempre que mais de
um par cromossOmico apresenta atividade nucleolar (ANASTASSOVA-KRISTEVA,

1977). Em células HelLa, durante o G1, a fusdo de dois nucléolos leva menos de 3
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minutos para ocorrer. Este comportamento explica 0 niumero médio de nucléolos
observados na intérfase ser de apenas dois ou trés nucléolos, enquanto o namero
de NORs ativas neste tipo celular geralmente sao seis (SAVINO et al., 2001).

A manutencdo dos centros fibrilares através da mitose, proposta por
Schwarzacher e Wachtler (1983), provavelmente ocorra, uma vez que fatores
transcricionais como o UBF sdo capazes de manter a cromatina dos genes ativos

livre de nucleossomos e transmiti-las para as células filhas (SANIJ; HANNAN, 2009).

2.2 Genes de rRNA

O DNA ribossomal é um tipo de sequéncia repetitiva organizada in tandem
presente no genoma de todos 0s eucariotos. Este arranjo repetitivo se organiza em
forma de grandes loci em um ou mais pares de cromossomos. O motivo ribossomal
é constituido dos genes de rRNA 18S, 5.8S e 26/28S intercalados por espagadores
transcritos internos (ITS1 e ITS2) e flanqueados por espacadores transcritos
externos (ETS1 e ETS2). Este arranjo génico, por sua vez, é separado por um
espacador intergénico (IGS). No espacador intergénico estéo localizadas sequéncias
regulatorias, como enhancers e o promotor génico.

O repeat do rDNA 45S possui cerca de 10 Kb, podendo carregar de centenas
a milhares de copias génicas (HESLOP-HARRISON, 2000). As regifes transcritas
do rDNA 45S sado altamente conservadas entre 0s organismos, enquanto 0S
espacadores intergénicos sao altamente polimorficos, podendo variar amplamente
mesmo entre espécies muito proximas (HESLOP-HARRISON, 2000). Devido a este
polimorfismo, muitas vezes os espacadores sdo usados em estudos filogenéticos
(PAPAIOANNOU et al., 2013; LIU et al., 2013; SILVA et al., 2014).

A transcricdo dos genes ribossomais de 45S tem por finalidade a formagéo
das subunidades ribossomais menores (40S) e maiores (60S), que quando
associados a complexos protéicos e o rRNA 5S, transcrito no nucleoplasma,
originam os ribossomos.

A atividade transcricional do rDNA 45S e a formacao do nucléolo séo eventos
intimamente relacionados, gerando um paradigma que diz que, ndo ha formacéo de
nucléolo sem a atividade destes genes, assim como 0S genes nao podem entrar em
atividade sem originar um nucléolo (McCLINTOCK, 1934). A atividade génica do

DNA ribossomal 45S tem como resultado o aparecimento de uma constricdo
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secundaria no cromossomo metafésico, indicando que houve a formacdo de um
nucléolo na intérfase precedente (CAPOA, DE et al., 1978). Porém, mesmo havendo
expressdo de determinado locus, pode ser que a constricdo ndo permaneca
distendida até o momento da metafase, uma vez que o aparecimento desta estrutura
€ dependente da fase do ciclo celular em que se expressa e do tempo que
permanece em atividade (MONDIN; SANTOS-SEREJO; AGUIAR-PERECIN, 2007).
Por ocuparem posi¢cdes bastante conservadas nos cromossomos, os loci de rDNA se
tornaram importantes marcadores citolégicos no estudo da evolucdo cariotipica
(MONDIN; SANTOS-SEREJO; AGUIAR-PERECIN, 2007; MORALES; AGUIAR-
PERECIN; MONDIN, 2011).

Varios estudos moleculares tém sido feitos a fim de desvendar como se da o
controle da expressao dos genes ribossomais. Acreditava-se que 0s genes inativos
permaneciam condensados em forma de heterocromatina perinucleolar, enquanto os
genes ativos se encontravam dispersos no interior do nucléolo, agregando diversas
macromoléculas necessarias a sua transcricdo (revisio em SAEZ-VASQUEZ;
MEDINA, 2008). No entanto, observacfes em microscopia eletrbnica, permitiram
constatar que, mesmo dentro do nucléolo, uma grande por¢cdo da cromatina se
encontra em estado condensado (BUSCH; SMETANA, 1970). Deste modo, apenas
uma fracdo muito pequena do total de genes de rRNA é realmente expressa
(FLAVELL; O’'DELL; THOMPSON; et al.,, 1986). Isso ocorre em decorréncia da
redundancia do rDNA 45S, que induz a ligacéo diferencial de proteinas e variacdes
no estado de condensacédo do DNA entre genes do mesmo locus.

A transcricdo dos rDNAs nucleolares € regulada principalmente por fatores de
remodelacdo da cromatina e eventos epigenéticos especificos (McSTAY; GRUMMT,
2008). Apesar de o IGS ser, em sua maior parte, desprovido de sequéncias
regulatorias e ser composto de multiplos arranjos repetitivos simples e alguns
elementos transponiveis (SYLVESTER et al., 2004), é nele que se encontram
sequéncias fundamentais, como o0 promotor génico e motivos repetitivos que
funcionam como enhancers, responsaveis por modular a expressao do gene
downstream (McSTAY; GRUMMT, 2008). Esta regido que separa unidades repetidas
adjacentes é composta de subrepeats relacionados ao promotor génico e outras
sequéncias repetidas, sendo descritas em varios géneros, como em Xenopus
(REEDER, 1984), Drosophila (COEN; DOVER, 1982) e trigo (FLAVELL; O'DELL,;

SHARP; et al.,, 1986). As unidades completas do rDNA apresentam consideravel
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variagdo de tamanho devido a variabilidade entre as sequéncias do IGS, em razéo
do numero de repeticbes que o compbe e do polimorfismo dos subrepeats
(FLAVELL; O'DELL; THOMPSON; et al., 1986).

O espacador intergénico (IGS) possui um grande numero de sitios CpG.
Vérios trabalhos demonstraram que, em animais, a expressdao dos rDNAs esta
associada a auséncia de metilacdo em residuos de citosina especificos (CEDAR,
1988; McSTAY; GRUMMT, 2008). Em plantas, existe uma forte controvérsia nesta
situacdo, uma vez que a atividade génica foi correlacionada a um estado de
hipometilagdo (FLAVELL et al., 1986a; BIANCHI; VIOTTI, 1988). No entanto, Flavell
et al. (1988) demonstrou que os genes de rRNA se encontram metilados em quase
todos os sitios CCGG ou GCGC, e que uma fracado pequena destes genes nao estéo
metilados em algumas posicdes especificas. Sardana et al. (1993) demonstraram,
em trigo, que grande parte dos genes de rRNA apresentam metilagdes em todos
estes sitios, de modo que genes ativos, assim como em animais, mostram altas
proporcdes de desmetilagbes em sitios especificos na regido do promotor. Neste
trabalho, também foi proposto que genes com espacadores maiores carregam mais
repeats que funcionam como enhancers, e apresentam, portanto, um maior nimero
de desmetilacbes pontuais. Estes genes com promotor mais hipometilado
geralmente correspondem a genes ativos. Os resultados obtidos por Lawrence et al.
(2004) em Arabidopsis thaliana e seu alotetraploide A. suecica, corroboram ainda
mais esta hipétese. Em seu trabalho, por meio de sequenciamento de DNA mediado
por bissulfito, além de mostrarem a pontualidade das hipometilacbes upstream ao
promotor de genes ativos, também comprovaram a intima associacdo entre a
metilacdo de citosinas e modificagbes de histonas na modulacdo da cromatina e
controle da expressdo do rDNA 45S. A partir da técnica de sequenciamento mediado
por bissulfito e dados de western blot, também em A. thaliana, Pontvianne et al.
(2013) comprovaram a existéncia de regides hipometiladas pontuais apenas nas
redondezas do promotor, upstream ao gene de 18S. Além disso, demonstraram que
a parte codante dos genes € altamente metilada.

Resultados citologicos em plantas tém considerado as constricdes
secundarias e, consequentemente, 0s genes que as compde, como sendo regides
hipometiladas, e apenas a heterocromatina perinucleolar como hipermetilada
(MARQUES et al., 2011). Porém a ambiguidade entre tais informa¢cfes e dados

moleculares de sequenciamento mediado por bissulfito (LAWRENCE et al., 2004;
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PONTVIANNE et al., 2013) ja descritos acima, sdo totalmente discordantes com
relagdo a real indexacdo epigenética dos genes ribossomais. Nestes trabalhos foi
mostrado que a indexacdo diferencial entre eucromatina e heterocromatina se
restringe aos niveis de metilacdo do promotor génico e suas redondezas, de modo
que, genes da porcdo heterocromatica tém seus promotores hipermetilados ou
parcialmente metilados com maior frequéncia (40% e 23%) que aqueles da por¢ao
eucromatica (16% e 4%). Do mesmo modo, 0s genes da por¢cdo eucromatica
possuem promotores mais frequentemente hipometilados (80%) que os promotores
da regido hetecromatinizada (37%). Embora ndo faca parte da formacgédo do
nucléolo, os genes de rRNA 5S sdo altamente metilados, mesmo quando em
atividade (MATHIEU et al., 2003), demonstrando a possibilidade deste padréo se
repetir no caso do rDNA 45S.

Considerando o que ocorre em Drosophila, organismo que ndo metila o DNA,
algo além da metilacdo de citosinas precisa estar envolvido no processo de
condensacdo e silenciamento da cromatina ribossomal inativa, uma vez que este
mecanismo é altamente conservado entre todos os organismos vivos (PIKAARD,
2000a). A metilagdo do DNA tem sido considerada um sinalizador no recrutamento
de desacetilases de histonas, mediado por proteinas de ligacdo a sitios metil-CpG
(revisdo em PIKAARD, 1999; EDEN et al.,, 1998). Deste modo, as metilacdes de
citosinas funcionam como guias para o estabelecimento de um estado fechado da
cromatina, impedindo o acesso da maquinaria de transcricdo a promotores génicos
hipermetilados (revisdo em PIKAARD, 2000b; KLOSE; BIRD, 2006). Esta poderia ser
uma das explicacdes pela qual o rDNA 45S precisa estar altamente metilado em
organismos superiores. Além disso, em humanos, foi constatado que a
hipometilacdo do rDNA esté relacionada ao decréscimo da estabilidade gendmica,
tornando estes genes mais acessiveis a maquinaria de recombinacdo que causa
uma série de patologias (McSTAY; GRUMMT, 2008). Assim sendo, a metilagédo do
rDNA 45S é necesséria, embora sozinha ndo seja capaz de causar o silenciamento

dos genes.

2.3 Nucleologénese

Durante muito tempo o nucléolo foi utilizado como modelo no estudo dos

processos de desorganizacdo nuclear durante a mitose e da reorganizacdo de
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dominios funcionais no inicio da intérfase (DIMARIO, 2004). Nos ultimos anos,
diversos estudos tém sido feitos a fim de decifrar e descrever o ciclo de estruturagao
e desestruturacao nucleolar e a complexidade destes processos. Como explicado
nos topicos anteriores, o rDNA 45S é transcrito e processado no interior deste
territério subnuclear. Os rRNAs 18S, 5.8S e 26S séo entdo associados a proteinas
especificas para produzir as subunidades maior (5.8S, 26S e 5S rRNAs) e menor
(18S) dos ribossomos.

Durante a intérfase, a configuracdo organizacional do nucléolo reflete a
compartimentalizacdo da maquinaria de transcricdo, processamento e montagem
das subunidades ribossomais (HERNANDEZ-VERDUN, 2011). Resumidamente, a
iniciacdo da transcricdo ocorre no limite do FC-DFC (centro fibrilar - componente
fibrilar denso), o processamento inicial e montagem da subunidade menor no DFC e
0 processamento final e montagem da subunidade maior no GC (componente
granular). Deste modo, a atividade e localizacdo de marcadores especificos podem
ser utilizadas para descrever e analisar a dinAmica de cada etapa da biogénese
ribossomal.

A partir do inicio da mitose e no decorrer de seu curso, fosforilagdes em uma
série de fatores transcricionais especificos do complexo da polimerase |, além de
promoverem a supressao da transcricdo, também sdo responsaveis pela
manutencdo deste estado ao longo de toda a divisdo (revisdio em HERNANDEZ-
VERDUN, 2011). Este evento de parada da maquinaria de transcricdo é o
responsavel por desencadear a desestruturacdo do nucléolo (OLSON; DUNDR,
2005). Os niveis destas fosforilagbes flutuam fortemente durante a proéfase,
marcando a parada dos processos de transcricdo e processamento dos RNAs, nesta
ordem, por intermédio da mesma via de sinalizacdo. As fosforilacbes sdo entédo
revertidas durante a anafase, quando proteinas componentes da maquinaria da
polimerase | e de processamento das particulas pré-ribossomais teriam que retornar
aos seus locais de atividade, para reorganizacdo do nucléolo durante a teléfase.
Tais constatagcOes levam a crer que os complexos de transcricdo e processamento
do rDNA parecem ser reguladas pela mesma via durante a mitose. Porém,
temporizacOes distintas devem ser consideradas durante a préfase, uma vez que,
pré-rRNAs parcialmente processados se acumulam, indicando que a supressédo do
processamento é anterior a da transcricéo (revisdo em DIMARIO, 2004).
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A transcricdo do rDNA 45S em eucariotos superiores tem inicio ao final da
teléfase, aumentando consideravelmente na fase G1 da intérfase e com pico
maximo em G2, quando decresce progressivamente até que, na profase, a producao
€ cessada (revisdo em HERNANDEZ-VERDUN, 2011). No inicio da profase foi
constatado um decréscimo de cerca de 30% na transcricio do rDNA (GEBRANE-
YOUNES et al., 1997). Deste modo, a parada da transcricdo associada ao
desprendimento de proteinas presentes no DFC e GC comeca a causar alteracdes
no formato e estruturacdo do nucléolo (GAUTIER et al., 1992). Dentre as principais
proteinas ribossomais envolvidas neste processo estdo a fibrilarina, a nucleolina e a
Noppl140, componentes do DFC, e a NPM/B23, Bopl, Nop52, PM-Scl 100 e Ki67,
localizada no CG. A proteina fibrilarina € uma das proteinas nucleolares mais
abundantes relacionadas ao processamento inicial dos rRNAs recém sintetizados,
funcionando como a principal metiltransferase dos RNAs ribossomais pela
associacao aos pequenos RNAs nucleares (snRNAs) U3, U8 e U13 (TOLLERVEY et
al.,, 1993; NICOL et al.,, 2000; TYC; STEITZ, 1989). Porém, foi descrito um
decréscimo progressivo da concentracdo de fibrilarina na periferia do DFC,
indicando sua funcdo no processamento inicial das particulas pré-ribossomais que
ocorre na regido intermediaria do nucléolo (CERDIDO; MEDINA, 1995).

A maioria destas proteinas nucleolares, juntamente a varios snoRNAs e
rRNAs 45S, se soltam de seus sitios de ligacdo e se associam a uma espécie de
rede, para que possam transpassar pela mitose, formando o compartimento
pericromossomico (reviséo em HERNANDEZ-VERDUN, 2011; DIMARIO, 2004). No
entanto, 0 mecanismo que estabelece a associacdo entre este compartimento e o
cromossomo permanece desconhecido.

Ao final da préfase, quando a atividade da RNA polimerase | é cessada, o
nucléolo ndo é mais visivel, porém, diversas proteinas necessarias a formacao do
novo nucléolo nas células filhas sédo armazenadas e mantidas em diferentes locais
no decorrer do ciclo celular (GEBRANE-YOUNES et al., 1997). Embora ocorra a
parada da transcri¢do, parte da maquinaria da RNA polimerase | permanece proxima
ou diretamente associada a constricdo secundaria. Dados comprovam que fatores
transcricionais, como o UBF, permanecem ligados por grandes extensdes dos genes
ribossomais, e especulacdes sao feitas acerca do seu papel na formacdo da
constricdo secundaria de NORs ativas (PRIETO; McSTAY, 2008).
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A maquinaria necessaria para a reorganizacdo nucleolar € herdada pelas
células filhas ap6s a mitose. Em células HelLa foi observado que as proteinas
fibrilarina e Nop52, que se associam aos PNBs (corpos pré-nucleolares), migram
juntamente aos cromossomos durante a anafase. A imunolocalizacdo destas
proteinas ndo mostra uma intima associagdo com o cromossomo, mas aparecem na
forma de pequenos corpusculos proximos a regido da NOR (SAVINO et al., 2001).

O processo de formacdo de um novo nucléolo tem inicio na teléfase e se
estende até o inicio da intérfase. Porém, consiste de eventos bastante complexos e
pouco conhecidos, que ocorrem durante um longo periodo do ciclo celular. Em
células Hela, por exemplo, das 22 horas necessarias para que um ciclo celular se
complete, 2 horas sdo direcionadas apenas para a reorganizacdo do nucléolo
(MURO et al., 2010). A estruturacdo de um novo nucléolo envolve a ativacdo da
maquinaria de transcricdo, bem como sua associacdo aos genes de rDNA, a
formacao dos PNBs e a translocacao dos complexos RNPs, dos PNBs para os sitios
de transcricdo (HERNANDEZ-VERDUN, 2011). Embora a reorganizacédo do nucléolo
seja associada a reativacdo da transcricdo pela RNA polimerase |, foi demonstrado
que a transcricdo dos genes ribossomais ndo é capaz de organizar um nucléolo
completo. Este processo também depende de diversos fatores e moléculas, como as
cerca de 80 proteinas ribossomais envolvidas, snoRNAs, bem como o rRNA
produzido durante a profase anterior que ainda néo foi completamente processado
(DOUSSET et al., 2000).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

No presente estudo foi utilizado o acesso CJ-1 da espécie Crotalaria juncea L.
(Familia Leguminosae-Papilionoideae, se¢do Calycinae) pertencente ao banco de
sementes do Departamento de Genética — ESALQ/USP. Este acesso apresenta um
locus de rDNA 45S no brago curto do cromossomo 1, caracterizado como sendo o
principal organizador nucleolar, e um sitio adicional menor no braco longo do

cromossomo 4, com atividade facultativa.

3.2 Meétodos

3.2.1Germinagao

As sementes foram germinadas de acordo com o protocolo descrito por Cuco
et al. (2003). O procedimento consistiu na escarificacdo das sementes em &cido
sulfarico durante 15 minutos e posterior lavagem em agua corrente para retirada do
excesso de acido. O material foi seco ao ar por 24 horas e armazenado a 4°C até o
momento de uso. As sementes foram entdo colocadas em placas de Petri forradas,
com papel de filtro umedecido, para emissdo dos hipocétilos e posterior semeadura
em Sphagnum, sob temperatura controlada, variando de 28 a 30°C. A coleta das
raizes foi realizada quando estas atingiram cerca de 1 cm de comprimento. O
material destinado as analises do ciclo celular foi coletado, imediatamente fixado em
fixador de Carnoy (3 partes de alcool etilico : 1 parte de acido acético) e armazenado
a -4°C. Aguelas submetidas as preparacdes de imunocitoquimica foram fixadas em
paraformaldeido a 4% em 1x PBS e mantidas em 1x PBS para serem imediatamente

utilizadas.
3.2.2 Pré-tratamento das raizes com inibidores do fuso mitético
As raizes coletadas foram pré-tratadas em solucdo de 8-hidroxiquinolina a

300 ppm durante 3 horas (CUCO et al., 2003) para inibicdo do fuso mitdtico,

permitindo o acumulo de células em pro-metafase e metafase. Apds o pré-
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tratamento, o material foi fixado em solucao de Carnoy (3 partes de alcool etilico : 1
parte de acido acético) e conservado a -4°C.

3.2.3Preparacao das laminas

As laminas destinadas a FISH, seguida ou ndo de imunolocalizacdo da
citosina metilada do DNA, foram preparadas de acordo com os procedimentos
convencionais da metodologia de esmagamento celular (SCHWARZACHER,;
HESLOP-HARRISON, 2000). A laminula foi removida em nitrogénio liquido e a
lamina foi seca ao ar para posterior armazenamento a -20°C até o momento de uso.

Para a imunodeteccdo da proteina fibrilarina as pontas de raizes foram
fixadas em paraformaldeido a 4% em 1x PBS por 10 minutos sob vacuo a 1 atm e a
seguir lavadas em 1x PBS por 10 minutos, também sob vacuo. As laminas foram
preparadas pela técnica de esmagamento utilizando 1x PBS gelado para a
dissociacdo do meristema. A laminula foi removida em nitrogénio liquido e a lamina

foi mantida em 1x PBS a temperatura ambiente até o momento da imunodetecc¢ao.

3.2.4Hibridacdo Molecular in situ Fluorescente (FISH)

Foram utilizadas como sondas para os sitios ribossomais os produtos das
reagcOes de PCR a partir do DNA genomico de Crotalaria juncea. Estas sondas
consistiram da sequéncia dos genes de rDNA 45S (18S-5.8S-25S) (unidade de
cerca de 6,5 Kb), e dos genes do rDNA 18S e 26S contendo, respectivamente 1,8
Kb e 1,6 Kb. Devido ao comprimento dos fragmentos as reacgdes foram conduzidas
com o kit GoTag® Long PCR Master Mix (Promega) de acordo com as
especificacdes do fabricante. Os primers utilizados seguem as especificacbes da
tabela 1, de modo que o primer_F usado para gerar o fragmento do 18S e do 45S é
0 mesmo, bem como o primer_R usado para obtencdo das sondas de 26S e 45S € o
mesmo. Estes primers foram desenhados de modo que o gene de 18S seja
composto de uma porcado do espacador intergénico, possivelmente carregando a

regiao promotora.
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Tabela 1 - Lista de primers utilizados para geracao das sondas de rDNA 18S, 26S e

45S usadas nos experimentos de FISH

Sonda Primer Forward Primer Reverse

18S 5 TACCTGGTTGATCCTGCCAGTAGTC 3 5 CAATGATCCTTCCGCAGGTTCAC 3

26S 5 TTTAACAGCCTGCCCACCCTGG & 5 GCAAAGGATTGTACCCGCCGC 3’

455 5 TACCTGGTTGATCCTGCCAGTAGTC 3’ 5 GCAAAGGATTGTACCCGCCGC 3

As sequéncias de DNA foram marcadas com biotina via nick translation
(BioNick™ DNA Labeling System - Life Technologies®) ou com digoxigenina via
random priming (Dig DNA Labeling and Detection Kit - Roche®), conforme
recomendacdes dos respectivos kits.

A FISH seguiu os protocolos descritos por Mondin; Santos-Serejo; Aguiar-
Perecin (2007). As preparacbes cromossdmicas, previamente preparadas e
conservadas em freezer a -20°C passaram por uma fase de permeabilizacdo para
melhor penetracdo de sondas e anticorpos. A permeabilizacdo ocorreu através da
incubacédo das laminas em 1x PBST (0,1% Triton X100) por 40 minutos em camara
umida a 37°C, seguida lavagens em 1x PBS e agua, por 5 minutos. Em seguida as
preparacdes foram desidratadas em série alcodlica (70%, 96% e 100%) por 5
minutos em cada concentracdo. As laminas foram entdo submetidas as lavagens
pré-hibridacdo com RNase (5ug/ul) e pepsina (5ug/ul) para remocado do RNA e do
excesso de proteinas do material. Em seguida, fixadas em paraformaldeido a 4% e
desidratadas em série alctolica (70%, 96% e 100%).

A mistura para a hibridagdo foi composta por 50% formamida, 2x SSC, 10%
dextran sulfato, 0,1% SDS, 1 mg/ml de “herring sperm DNA” e 6 ng/ul de rDNA 45S,
18S ou 26S. Esta mistura foi desnaturada a 95-98°C por 10 minutos e
imediatamente imersa em gelo. Posteriormente, foram adicionados 25 ul da mistura
de hibridagdo sobre cada lamina. Estas foram seladas e em seguida colocadas em
termociclador (PTC-100, MJ) onde foram aquecidas a 92°C por 10 minutos e a 37°C
por 20 horas, para que ocorresse a hibridagdo. Apds a hibridagéo, as preparacdes
passaram por lavagens pos-hibridagdo, sendo uma vez em 2x SSC a 42°C por 5
minutos, duas lavagens em formamida a 20%/0.5x SSC a 42°C (74% de
estringéncia) por 5 minutos e uma vez em 0,5x SSC 42°C por 5 minutos. A sonda de
rDNA 45S, marcada com biotina, foi detectada com o anticorpo secundario “mouse

anti-biotina” (Dako®) seguido dos anticorpos secundarios “rabbit anti-mouse” —
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TRITC (Dako®) e “swine anti-rabbit” — TRITC (Dako®), enquanto as sondas
marcadas com digoxigenina foram detectadas com “sheep anti-dig” — fluoresceina
(Roche®) seguido do anticorpo secundario “donkey anti-sheep” AlexaFluor® 488
(Life Technologies®). A concentracdo de todos os anticorpos secundarios utilizados
foi de 1:150. A contra-coloracdo foi realizada com DAPI (4,6-diamidino-2-
phenylindole) a 0,2 pg/ml e a montagem das laminas em 5 pl de Vectashield H-1000.

Nas preparacfes contendo fibras estendidas de DNA a mistura de hibridacéo
foi colocada diretamente sobre a lamina, sem a necessidade de permeabilizacao e
lavagens pré-hibridagdo. Do mesmo modo ndo foram feitas lavagens com
estringéncia. A deteccdo das sondas seguiu 0s procedimentos descritos

anteriormente.

3.2.5Imunodeteccéo

As preparac0Oes citologicas foram bloqueadas em solucdo de BSA a 1% em
1x PBST a 37°C por 60 minutos e entdo incubadas em anticorpo primario (1:500) a
37°C por 1 hora, e lavadas 2 vezes em 1x PBST por 5 minutos. Em seguida, foram
incubadas em anticorpo secundario (1:150) a 37°C por 1 hora e entdo lavadas 2
vezes em 1x PBST por 5 minutos cada. As laminas foram contra-coradas com DAPI
e secas ao ar para montagem em 5ul de Vectashield H-1000.

Para a imunodeteccdo da metilagdo do carbono 5’ da citosina do DNA, o
anticorpo primario utilizado foi um anticorpo monoclonal “mouse anti-5'-
methylcytosine” (Abcam® - abl10805) o qual foi detectado com um anticorpo
secundario “rabbit-anti-mouse” — FITC (Dako®).

Para a imunolocalizacdo da fibrilarina, o anticorpo primério utilizado foi um
anticorpo monoclonal “mouse anti-fibrillarin” (Abcam® - ab4566) o qual foi detectado

com um anticorpo secundario “rabbit anti-mouse” conjugado ao TRITC (Dako®).

3.2.6 Obtencao das fibras estendidas

Para obtencédo de fibras estendidas de DNA, nucleos intactos foram isolados
de folhas jovens e frescas, a partir da maceracdo em nitrogénio liquido e
ressuspensao em tampao NIB (120mM KCI, 30mM NaCl, 1mM espermidina, 680mM
sacarose, 30mM Tris base - de acordo com COLD SPRING HARBOR
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PROTOCOLS, 2008) contendo B-mercaptoetanol a 0,1%. O macerado foi entéo
fitrado em tecido de nylon (Mesh 100/150um) e centrifugado a 2000g. O
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 20ml de tampao NIB sem
B-mercaptoetanol e contendo Triton X-100 a 0,5%. A suspenséao foi mantida em gelo
por 5 minutos e a sequir filtrada em tecido de nylon (Mesh 170/88um). O filtrado foi
novamente centrifugado conforme descrito anteriormente e o pellet ressuspendido
em tampéao NIB contendo Triton X-100. O processo foi repetido para filtragem com
tecido de nylon de Mesh 200/62um e de Mesh 400/37um. Apoés a ultima filtragem e
centrifugacéao o pellet foi ressuspendido em 1 ml de tamp&o NIB puro.

Para a preparacdo das laminas, uma aliquota de 3 pl foi espalhada sobre uma
lamina silanizada Fisherbrand® (Fisher Scientific), deixando-a secar por 5 minutos a
temperatura ambiente. A seguir foi colocado tampéao de lise STE (0,5% SDS, 5 mM
EDTA, 100 mM Tris pH 7,0) sobre toda a extenséo da lamina, deixando agir por 15
minutos em camara Uumida a 37°C. A lamina foi entdo colocada imediatamente em
posicdo vertical e com uma pipeta foi aplicado o tampéo de lise STE sobre a
amostra, deixando o liquido escorrer lentamente para que arrastasse o DNA para
fora dos ndcleos. O material foi imediatamente fixado por gotejamento em fixador de
Carnoy gelado, para a completa extensédo das fibras. Posteriormente a lamina foi
fixada por imersdo na mesma solucdo durante 5 minutos. A amostra foi seca ao ar
por 10 minutos e a seguir montada em 6pl de DAPI para verificacdo da qualidade
das fibras. Para retirada da laminula o material foi imerso em fixador Carnoy por
cerca de 3 minutos. As preparacfes foram conservadas em freezer a -20°C até o

momento de uso.

3.2.7 Caracterizagdo morfométrica dos sitios ribossomais

Metafases mitdticas, contendo todos o0s quatro sitios ribossomais
condensados, foram selecionadas para analise morfomética dos loci de rDNA, por
analise de imagem, e posterior transformacdo em unidades de mega pares de base
(Mbp).

As imagens foram processadas usando a ferramenta analise do Adobe
Photoshop CS5. Os seguintes parametros foram mensurados: area, niveis de cinza
(médio), densidade dtica integrada (IOD) e perimetro.
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3.2.8 Microscopias e andlise de imagens

As laminas foram observadas em microscépio de epifluorecéncia DM 4000 B
Leica® acoplado a camara Leica® DFC 365 FX, na qual as imagens foram
digitalizadas pelo software LAS AF6000. Alguns experimentos foram analisados em
microscopio de epifluorescéncia DM5500 Leica® com ferramenta de deconvolugéo.

As analises e processamento das imagens digitalizadas e montagem das

pranchas foram feitos com o software Adobe Photoshop CS5 Extended.
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4 RESULTADOS

4.1 Imunodeteccao da fibrilarina durante o ciclo celular

A proteina fibrilarina, um marcador de atividade nucleolar, foi usado para
substituir a técnica de bandamento-NOR no mapeamento da nucleologénese
durante o ciclo celular, bem como para a andlise das diferentes configuracdes
nucleolares na intérfase e profase.

Em todas as células avaliadas a fibrilarina foi imunodetectada apenas no
interior dos nucléolos, confirmando os dados descritos na literatura para varios
grupos de organismos. Tal proteina se encontra no componente fibrilar denso dos
nucléolos, ja que € uma das responsaveis pelo processamento dos pré-rRNAs. A
periferia do nucléolo aparece negativa, correspondendo ao componente granular
(Figura 1a seta). Do mesmo modo, algumas porgdes circulares ndo marcadas no
interior do componente fibrilar denso podem corresponder aos centros fibrilares
(Figura 1a cabeca de seta).

Esta metodologia permitiu avaliar a atividades dos loci de genes ribossomais
de acordo com o namero e tamanho dos nucléolos. Em ndcleos interfasicos foram
observadas varias configuracdes nucleolares (Figura la-g), a comecar da mais
comumente observada, com nucléolo Unico grande e central (Figura l1a). Este tipo
nucleolar corresponde ao estagio mais avancado da nucleologénese, onde todos 0s
nucléolos anteriormente formados ja se fundiram em uma Unica estrutura,
configuragdo mais frequentemente observada. Nucleos com dois nucléolos
apresentaram outros dois padrfes, o primeiro mostrando dois nucléolos grandes e
aproximadamente do mesmo tamanho, correspondentes a atividade do par 1 (figura
1b), e o segundo tipo com um nucléolo grande e um bem menor, levando a
conclusao de que o maior corresponda a atividade do par 1 ja fusionados e 0 menor
a atividade de um dos cromossomos 4 (figura 1c). Também foram observadas duas
configuracbes com trés marcas de fibrilarina, sendo a primeira com dois nucléolos
grandes, correspondentes, cada um, a um cromossomo 1, e um nucléolo muito
pequeno, relativo a um dos cromossomos 4 (figura 1d seta). A segunda marcacgao
com trés nucléolos apresentou uma marca grande, correspondente a atividade do
par 1 ja fundidos, e duas outras marcas bem pequenas e aproximadamente do

mesmo tamanho, relacionados, cada uma, a um dos cromossomos 4 (Figura 1e). O
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quarto e ultimo tipo de configuracdo em nucleos interfasicos mostrou quatro marcas,
também com dois padrdes distintos. No primeiro foram observados quatro nucléolos
com tamanhos decrescentes, mostrando claramente a atividade dos sitios principais,
correspondentes aos dois sinais maiores, e dos sitios adicionais, na forma de dois
sinais menores (Figura 1f). No segundo padrdao com quatro marcas observou-se um
nucléolo grande, correspondente ao locus de um dos cromossomos 1, e outros trés
nucléolos pequenos, onde um deles € maior e de marcagdo mais intensa que 0s
demais, certamente o homoélogo do par 1 (Figura 1g seta), e 0os outros dois bem
pequenos e correspondentes aos loci do par 4 (Figura 1g).

Nas profases, foi possivel observar a separacdo e desestruturacdo dos
nucléolos a medida que as células entram na mitose (Figura 1h-l). Diversas
configuracbes também puderam ser observadas. A primeira delas, em préfase
inicial, apresentou nucléolo Unico grande e central, onde os loci em atividade se
encontram fusionados (Figura 1h). Com o decorrer da profase os nucléolos
fusionados durante a intérfase comecam a se individualizar novamente, uma vez
gue a cromatina esta em processo de condensacao para a entrada na metafase.
Deste modo, sédo observadas células com trés e quatro nucléolos (Figura 1li-j). Nos
nacleos profasicos com trés nucléolos os loci relativos ao cromossomo 1 ja se
separaram do nucléolo menor, correspondente ao par 4, e comecam a Sse
individualizar entre si (figura 1i). Foi observado que os sitios dos cromossomos 4
também se separam um do outro (Figura 1j). Ao final da profase os nucléolos
comecgam a se dissociar e o padrdo de marcagéao fica mais difuso (Figura 1k setas).
No inicio da pro-metafase, quando a transcricdo dos genes ribossomais decai,
apenas 0s organizadores nucleolares principais (cromossomos 1) podem ser

observados, com padrao de marcacao ainda mais difuso (Figura 1I).
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Figura 1 — Imunolocalizacdo da proteina fibrilarina em nucleos interfasicos e profasicos de células
meristematicas de Crotalaria juncea. a) Intérfase com um nucléolo; b) intérfase com dois
nucléolos correspondendo a atividade dos sitios principais presentes no cromossomo 1; c)
intérfase com dois nucléolos mostrando a atividade dos sitios presentes no cromossomo 1
fusionados (nucléolo maior) e de um dos cromossomos 4 (nucléolo menor); d) intérfase
com trés nucléolos relativos a expressao do locus do par 1 (nucléolos maiores) e de um
dos cromossomos 4 (nucléolo menor); e) intérfase com trés nucléolos mostrando a
atividade dos sitios presentes no cromossomo 1 fusionados (nucléolo maior) e de ambos
sitios adicionais presentes no par 4 (nucléolos menores); f-g) nucleo interfasico
evidenciando a atividade dos quatro loci de rDNA 45S em atividade; h) préfase com um
nucléolo; i-k) profases iniciais evidenciando a desestruturacdo nucleolar durante a
condensacdo cromossOmica para iniciacdo da mitose; ) préfase final indicando a
permanéncia do nucléolo principal e padréo disperso de marcacao da fibrilarina. Barra = 5
pm
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Foi realizado o mapeamento de toda a nucleologénese ao longo do ciclo
celular, a fim de descrever o processo de estruturagdo e desestruturacdo do
nucléolo. Durante a intérfase o nucléolo se apresenta bastante estruturado com
claras distingdes entre seus componentes, como descrito anteriormente (Figura 1a;
2a). Durante a profase, o nivel transcricional dos genes ribossomais decai
progressivamente, fazendo com que o padrédo de marcacao se torne cada vez mais
disperso e difuso (Figura 2b-e). No inicio da metafase, quando os cromossomos
ainda estdo se organizando na placa equatorial, podem-se observar resquicios
desestruturados do nucléolo (Figura 2f). Porém, na metafase propriamente dita,
gquando a célula ja estd pronta para entrar em anéafase, ndo é possivel observar
marcacfes, ou seja, 0 nucléolo foi completamente desfeito e 0os genes ribossomais
se encontram inativos (Figura 2g). Este padrdo € mantido durante toda a anafase
(Figura 2h-i). Ao final da anafase e inicio da tel6fase, pequenos pontos e manchas
ainda com certo grau de desorganizacdo comegam a ressurgir, indicando que o
nucléolo estd em vias de se reestruturar (Figura 2j-k). Por fim, na tel6fase, sdo
observadas marcacdes bastante definidas dos sitios que se tornaram ativos
novamente (Figura 2l), e que ainda n&o iniciaram o processo de fusdo nucleolar.
Estes dados corroboram as observacbes de Andrade (2011) e Mondin (2003), de

gue o sitio adicional presente no cromossomo 4 pode apresentar atividade.



Figura 2 — Imunolocaliza¢@o da proteina fibrilarina durante o ciclo celular de células meristeméticas
de Crotalaria juncea. a) Intérfase; b-d) préfases mostrando a desestruturagdo progressiva
do nucléolo e dispersdo do sinal; €) pr6-metafase evidenciando a permanéncia de apenas
um locus ativo; f) metafase inicial mostrando a retencao da fibrilarina a regido da NOR; @)
metafase final sem marcagédo do anticorpo contra a fibrilarina; h-i) anafases sem marcacgéo
contra a fibrilarina; j-k) tel6fases iniciais evidenciando o retorno da marcacgéo na forma de
pontos e aumento progressivo em quantidade; |) tel6fase evidenciando a reorganizagéo do
nucléolo. Barra=5 pm
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4.2 Dinamica das constric6es secundarias durante o ciclo celular

A fim de confirmar a hipotese de que as constricdes secundarias ativas
durante a intérfase se condensam progressivamente ao longo da mitose e se
descondensam novamente ao final da tel6fase, e mostrar a dindmica destas regides
ao longo do ciclo celular, foram feitos experimentos de FISH usando sondas de
rDNA 45S.

Em nucleos interfasicos sdo observadas diversas configuragcdes nucleolares,
todas elas contendo as heterocromatinas perinucleoares mais fortemente marcadas
e fibras difusas no interior do nucléolo com marcagdo menos intensa (Figura 3a). A
imagem representativa da intérfase, provavelmente, corresponde a uma célula em
G2, uma vez que as heterocromatinas se apresentam mais condensadas, indicativo
de um estégio anterior a entrada na mitose. Durante a préfase, € possivel observar
0S cromossomos em processo de condensacdo e os sitios de rDNA 45S ainda
descondensados, tanto o par de cromossomos 1 (Figura 3a seta) quanto um dos
cromossomos 4 (Figura 3b cabeca de seta). Durante a pré-metéfase inicial e final o
mesmo padréo foi encontrado, sendo que, apesar dos cromossomos estarem mais
condensados, as constricdes ainda se apresentam distendidas (Figura 3c-d cabecas
de setas), inclusive em um dos cromossomos 4. Na metafase (Figura 3e setas) as
constricbes permaneceram distendidas mesmo ja sem atividade transcricional dos
genes ribossomais, como observado no mapeamento a partir da imunodeteccao da
proteina fibrilarina (Figura 2g). Do mesmo modo, e em desacordo com 0 que €
estabelecido na literatura, durante a anafase, inicial e final, os loci de rDNA 45S se
mostraram distendidos na forma de uma constricdo secundaria, mesmo sem
apresentarem atividade transcricional (Figura 3f-g cabecas de seta). Como
esperado, durante a teléfase os sitios de rDNA 45S estao distendidos e auxiliando
no inicio da reestruturagéo do nucléolo (Figura 3h).
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Figura 3 — Hibridacao in situ florescente da sonda de rDNA 45S no ciclo celular de Crotalaria juncea.
a) Intérfase; b) préfase; c) pro-metafase; d) metafase em vista equatorial; €) metafase em
vista polar; f) anafase inicial; g) anafase final; h) teléfase. As setas e cabecas de seta
indicam os sitios de rDNA 45S segregando com a cromatina semi-descondensada ao
longo de todo o ciclo celular. Barra =5 um
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4.3 Caracterizacdo morfométrica dos sitios ribossomais

Objetivando a deteccdo de heteromorfismos entre sitios ribossomais
homologos, o tamanho em pm dos sinais obtidos pela técnica de FISH foi
correlacionado ao tamanho em Mpb dos loci de rDNA 45, e posteriormente
transformados em mega pares de base (Mpb). Dentre os parametros coletados, a
area foi a que melhor correlacionou o tamanho do genoma aos sinais da FISH,
sendo entdo utilizado para a transformacdo em Mpb. Parametros associados a
densidade e brilho, como o valor de cinza e a densidade 6tica integrada (IOD), ndo
puderam ser usadas, uma vez que a substancia utilizada na contra-coloracdo dos
cromossomos e os fluoréforos utilizados na deteccdo dos sinais das sondas
apresentam diferentes perfis espectrais, causando alteracbes destas medidas
qgquando comparadas uma a outra. O perimetro também foi descartado devido as
distor¢cbes ocasionais na morfologia cromossémica, causadas pela técnica de
esmagamento durante a preparacdo das laminas.

Foram analisadas 11 metafases com o mesmo padrdo de condensacao e alta
resolucao morfolégica de suas estruturas. O genoma da Crotalaria juncea possui um
tamanho de genoma de 2396,10 Mpb (GUPTA, 1976). O locus de rDNA 45S
mapeado no braco curto do cromossomo 1 teve, em média, 40,73 Mpb, variando de
35,63 a 45,83 Mpb. Ja o sitio presente no braco longo do cromossomo 4,
caracterizado como sendo um sitio adicional, apresentou em média 17,74 Mpb,
oscilando de 16,40 a 19,08 Mpb.

4.4 Indexacdo epigenética da cromatina nucleolar

Diversos dados citoloégicos mostraram que a heterocromatina perinucleolar
uma regido altamente metilada, enquanto a regido eucromatica do rDNA 45S se
apresenta hipometilada. Esta seria uma explicacdo para as regides intersticiais das
constricbes  secundarias se mostrarem fracamente marcadas, quando
imunodetectadas contra a 5’-metilcitosina, e suas porcdes terminais emitirem altos
niveis de fluorescéncia. Porém, dados moleculares obtidos por western blot e
sequenciamento por bisulfito mostram que a hipometilacgdo do rDNA é restrita
apenas a uma fracdo do promotor génico dos genes transcricionalmente ativos. A

fim de descrever e caracterizar o padrdo de metilacdo e a possivel presenca de
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flutuacdes nestes niveis durante o ciclo celular, uma vez que 0s genes sao
desligados e reativados, foi empregada a FISH de rDNA 45S seguida de
imunodetecgao da 5’-metilcitosina em células meristematicas pré-tratadas e néo pré-
tratadas com 8-hidroxiquinolina.

Em metafases mitéticas submetidas a FISH foi possivel confirmar o nimero e
a posicao dos sitios de rDNA 45S como descrito por Mondin (2003), mapeando um
sitio maior localizado no braco curto do cromossomo 1, que forma constricdo
secundaria em metafases mitéticas, sendo o principal organizador nucleolar, e um
sitio menor no bragco curto do cromossomo 4 onde ndo é possivel observar
constricdes secundarias neste tipo de tratamento (Figura 4). Quando
imunodetectados contra a 5’-metilcitosina 0s cromossomos apresentaram forte
marcacdo nos bracos cromossOémicos e apareceram negativos para as regides
centroméricas (Figura 4b, 4f). As constricdes secundérias dos cromossomos 1 se
apresentaram imunomarcadas, porém com coloracao ligeiramente mais difusa, pelo
fato da densidade da cromatina nestas regides ser menor que no restante do
cromossomo metafasico (Figura 4 seta). Do mesmo modo, os loci de rDNA 45S
presentes nos cromossomos 4 também se encontraram metilados, mesmo quando,
aparentemente, foram ativos na intérfase anterior (Figura 4 cabeca de seta). Foram
selecionadas células apresentado niveis variados de condensagdo, sendo possivel
observar que a regido da NOR, ativa ou ndo, se apresenta metilada (Figura 5). Estes
resultados enfatizam o efeito das drogas anti-mitéticas no padrdo de condensacéao
dos cromossomos metafasicos, promovendo uma condensacédo forcada e artificial
das contricdes (Figura 4c; 4g seta vermelha; 5). Isso pode ser observado tanto no
caso dos cromossomos 1 quanto nos cromossomos 4. Assim sendo, como 0 sitio
adicional é bastante reduzido em numero de copias, ele rapidamente se condensa
quando tratado com 8-hidroxiquinolina ou outras drogas, ndo sendo possivel

observar suas constricoes, que permanecem sempre condensadas.
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Figura 4 — Hibridac&o in situ florescente da sonda de rDNA 45S e imunodetecc¢do da 5’-metilcitosina
em metéfases mitéticas. Nota-se que as constricdes secundarias apresentam sinais de
marcacao contra a 5’-metilcitosina e que os loci dos cromossomos 1 mostram contricdes
diferencialmente distendidas e os sitios dos cromossomos 4 compactadas, devido a acao
do agente anti-mitogénico. Barra =5 pm
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Figura 5 — Compilacao de cromossomos 1 e 4 com grau de condensacgdo crescente submetidos a
FISH com sondas de rDNA 45S e imunolocalizagao contra a 5’-metilcitosina. Cada coluna
corresponde aos quatro cromossomos que carregam sitios ribossomais em uma mesma
célula metafasica. Nota-se que, apesar de difuso, o sinal da 5’MC no interior das
constricdes secundarias pode ser observado, e que com o aumento do nivel de
compactacdo da constricdo o padrdo de marcacdo se torna cada vez mais intenso. Barra
=5um
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O mapeamento dos niveis de metilacdo durante o ciclo celular mostrou que
durante a profase os sitios de rDNA 45S se encontram metilados e descondensados
(Figura 6a-d cabecas de seta). Na pro-metafase e metafase, quando os
cromossomos ja estdo com maior grau de condensacdo este padrdo permanece,
tornando mais evidente os niveis de metilacdo das regides de constricdes
secundérias (Figura 6e-l setas). Como descrito acima, foi possivel confirmar
novamente que as constricbes secundarias permanecem descondensadas durante
todo o ciclo celular (Figura 3) e que, assim como no restante do ciclo, células em
anafase apresentam seus loci de rDNA 45S altamente metilados em toda sua
extensdo (Figura 6m-p cabecas de seta). Durante a tel6fase os sitios ribossomais
apresentam marcacdo mais intensa e seguem metilados, quando reiniciam o

processo de ativacdo dos genes e reestruturacédo do nucléolo (Figura 6q-t).
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Figura 6 — Hibridac&o in situ florescente da sonda de rDNA 45S e imunodeteccédo da 5’-metilcitosina
em células meristeméticas de Crotalaria juncea, evidenciando o padrdo de marcacdo desta
modificacao epigenética durante as fases do ciclo celular. a-d) Profase; e-h) pro-metéafase;
i-) metafase; m-p) anéafase; g-t) teléfase. Nota-se que as constricbes secundarias
permanecem distendidas e hipermetiladas durante todo o ciclo celular. Barra =5 pm
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4.5 Mapeamento das metilagcdes em fibras estendidas de DNA

Os dados citologicos de imunodetecgao da 5’-metilcitosina em metafases e
ndcleos interfasicos mostram marcas ténues dentro das constricdes, ndo permitindo
descrever ou visualizar claramente qual o padrao de distribuicdo desta indexacéo ao
longo do conjunto génico. A técnica de fiber-FISH tem sido amplamente utilizada em
uma vasta gama de experimentos relacionados ao estudo de genomas de plantas e
animais, incluindo andlise da estrutura e organizacdo de sequéncias repetitivas,
mapeamento de BACs, analises de DNA transgénico e mensuracdo de gaps em
mapas fisicos (JIANG; GILL, 2006). Além disso, associada a técnica de
imunolocalizacdo, a fiber-FISH pode ser utilizada para mapear modificacoes
epigenéticas como a metilacdo de citosinas de DNA (KOO et al., 2011). Por isso,
foram feitas preparagfes contendo fibras distendidas de DNA a partir de nucleos
interfdsicos intactos seguida de FISH das sondas de rDNA 18S e 26S e
imunodetecgao contra a 5’-metilcitosina.

Os genes foram utilizados separadamente a fim de verificar se ha diferencas
no padrao de metilacdo dentro do repeat ribossomal. O gene de rRNA 18S possui
um trecho do espacador intergénico (IGS) que carrega a regido promotora.

Independente da sequéncia génica utilizada como sonda, nao foi possivel
observar grandes extensdes de cromatina hipometilada ou desmetilada (Figura 7, 8),
ou seja, tal como proposto por dados moleculares descritos na literatura, os genes
de rDNA transcricionalmente ativos, assim como os silenciados, apresentam altos
niveis de metilacdo de citosinas de DNA. Alguns fragmentos apresentaram marcas
menos intensas depois de capturadas, porém devido a um artefato relacionado ao
plano focal das fibras, e ndo propriamente a auséncia de metilagdo. O padrdo de
marcacdo em dots observado como resultado da imunodeteccdo é comumente
observado em experimentos de fibras estendidas, sendo considerado normal.

Nas imagens submetidas a hibridagdo com o gene de 18S, podem ser
observados alguns poucos dots que ndo se sobrepdfem exatamente ao dot da
metilcitosina. Porém, imediatamente ao lado, um sinal de metilacao volta a aparecer
(Figura 7 cabecas de seta). Provavelmente, estas pequenas regides correspondem
a sequéncia promotora presente na sonda e estao relacionadas ao estado altamente
hipometilado do promotor observado a partir dos testes com bissulfito em
Arabidopsis thaliana (LAWRENCE et al., 2004; PONTVIANNE et al., 2013). Devido
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ao fato deste padréo ter sido observado em baixa frequéncia, pode ser que seja um
artefato no momento da captura das imagens, uma vez que nao foram utilizadas
ferramentas de confocalizacdo ou de microscopia de alta resolucao.

A FISH com a sonda de 26S mostrou que raramente aparecem genes
desmetilados, com frequéncia ainda mais baixa que nas marcagfes feitas com o

gene upstream (Figura 8 cabecas de seta).

5 MC

18S rDNA

Figura 7 — Hibridac&o in situ florescente da sonda de rDNA 18S e imunodetec¢do da 5’-metilcitosina
em fibras distendidas de DNA. Podem ser observados, embora com pouca frequéncia,
genes aparentemente ndo metilado (cabecas de seta). Barra =5 um
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26S rDNA

Figura 8 — Hibridac&o in situ florescente da sonda de rDNA 26S e imunodetecg¢édo da 5’-metilcitosina
em fibras distendidas de DNA. Podem ser observados, embora com pouca frequéncia,
genes aparentemente ndo metilado (cabecas de seta). Barra =5 pm
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4.6 Organizacao dos genes ribossomais de 18S e 26S em fibras estendidas

Para verificar a eficiéncia da marcacdo e caracterizar a organizacao do
arranjo repetitivo do rDNA 45S no genoma de Crotalaria juncea L. foi feita FISH com
sondas de 18S e 26S.

Foi observado um arranjo in tandem com alternancia das sequéncias no
decorrer de quase toda extensdo das fibras analisadas. O padrdo de marcacéo se
mostrou homogéneo ao longo da fibra com relacdo a ordem dos genes, de modo
que, em fibras onde o primeiro gene € o 18S (verde) este sempre aparecera
primeiro, formando um padrdo de marcas verde-vermelho. Quando o padrdo se
inicia com o gene 26S (vermelho), o padréo serd sempre vermelho-verde.

Nas fibras analisadas nédo foi possivel detectar inversdes de grandes
extensbes, ou seja, em fibras onde ha uma ordem 18S-26S, este padrdo ndo se
altera repentinamente para 26S-18S. Estas observacdes sao um indicativo de que
ha uma alta estabilidade na organizacéo destes arranjos para a espécie em estudo.

Gaps correspondentes ao espacador intergénico (IGS) aparecem como
regides negativas nas imagens, por nao conterem qualquer tipo de sinal
fluorescente, como esperado (Figura 9 cabeca de seta vermelha). A presenca de
sequéncias ndo-canodnicas foi detectada (Figura 9 cabeca de seta branca), sendo
gue nestes casos 0 padrdo em dots de cores alternadas muda de direcdo em um

pequeno trecho, porém, a frequéncia desta reorganizacao foi extremamente baixa.
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Merge

18S rDNA

26S rDNA

Figura 9 — Hibridac&o in situ florescente das sondas de rDNA 18S e 26S em fibras distendidas de
DNA. O espacador intergénico (IGS) se apresenta negativo por ndo conter fragmentos das
sondas utilizadas (cabeca de seta vermelha). Nota-se a existéncia de sequéncias nao
canbnicas, embora com frequéncia extremamente baixa (cabeca de seta branca). Barra =
5 pm
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5 DISCUSSAO

5.1 Comportamento do nucléolo durante o ciclo celular

Ao final da intérfase e inicio da profase foi visto que o nucléolo, detectado a
partir da imunolocalizacdo da fibrilarina, comeca a se individualizar a medida que os
cromossomos se condensam para entrada na mitose. A individualizacdo do nucléolo
marca o possivel inicio da parada da maquinaria de processamento e transcricdo
(HERNANDEZ-VERDUN, 2011). A medida que a mitose avanca o padrdo de
marcacdo do anticorpo passa a ser progressivamente mais difuso e conspicuo a
regido da NOR, indicando a existéncia de um compartimento pericromossdémico
como descrito por Gautier et al. (1992). No entanto, ndo foram observadas
marcagdes durante a metafase final e anafase inicial, apesar de ter sido
demonstrado que a fibrilarina migra através da mitose. Aparentemente, esta proteina
ndo se mantém diretamente associada aos cromossomos durante todo o ciclo
celular. Marcas na forma de pequenos pontos brilhantes comecam a reaparecer no
final da anafase. Estes pequenos granulos aumentam progressivamente, em namero
e tamanho, com a entrada na tel6fase e podem corresponder aos corpusculos pré-
nucleolares (PNBs), responsaveis pela reorganizagdo do novo nucléolo
(HERNANDEZ-VERDUN, 2011). Marcacdes citoplasmaticas para a fibrilarina,
durante a metafase final e anafase inicial, foram reportadas por Makimoto et al.
(2006), porém este padréo ndo foi observado no presente trabalho. Aparentemente,
0O que 0s autores caracterizaram como sendo marcas, S&0 simplesmente
backgrounds decorrentes da utilizacdo do anticorpo. No entanto, os autores
mostraram que na anafase final pequenos pontos brilhantes de fibrilarina
reaparecem, tal como foi aqui observado.

A guestdo que permanece em aberto € o motivo pela qual a marcagéo contra
a fibrilarina desaparece ao final da metafase e inicio da anafase, uma vez que
também ndo pbde ser vista dispersa no citoplasma ou compondo o compartimento
pericromossémico. Nao ha relatos na literatura de possiveis modificagcbes ou
processos de desestruturacdo desta proteina que pudessem causar
inespecificidades no anticorpo. Do mesmo modo, ndo foram reportados eventos de

disperséo citoplasmatica da fibrilarina ndo detectaveis em nivel microscopico.
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5.2 A cromatina ribossomal segrega em um estado semi-condensado

O mapeamento do rDNA 45S ao longo do ciclo celular permitiu descrever o
comportamento das constricdes secundarias durante a divisdo mitotica. Apesar dos
autores nao deixarem claro, € aceito que até a metafase as constricdes secundarias
se condensam totalmente e apenas voltam a se distender ao final da tel6fase, com o
inicio da reorganizacdo nucleolar. As observacfes aqui apresentadas mostraram
gue a constricdo secundaria permanece distendida por toda a mitose, ao contrario
do que € proposto até o momento. A existéncia do compartimento
pericromossOmico, bem como a presenca de alguns fatores de transcricdo, como o
UBF, que permanecem ligados ao promotor génico durante a mitose, impedem que
a constricdo secundaria se condense do mesmo modo que o restante do
cromossomo (revisdo em SANIJ; HANNAN, 2009). Para que tais regides realmente
se compactem, como o restante da cromatina do cromossomo metafasico, tais
estruturas ndo poderiam estar associadas a esta regido, por uma questédo de espaco
fisico. Embora estas suposicdes sejam coerentes, nenhum trabalho cientifico havia
demonstrado a existéncia e a manutencdo das constricbes secundarias durante a
metafase e anafase.

Além disso, foi proposto por Huang et al. (2012) que constricdes secundarias
sdo sitios frageis e, portanto, propensos a quebras e rearranjos genémicos. Uma vez
gue instabilidades nestas regides ndo sdo encontradas com frequéncia no genoma
dos eucariotos, a eucromatina da NOR deveria se condensar durante a mitose,
evitando o risco de quebras. Quebras desta natureza somente foram reportadas em
um caso de aparecimento de constrigdes terciarias ndo relacionadas ao rDNA 45S
(KOO; JIANG, 2008). Deste modo, constricbes secundarias ndo sao sitios frageis e

segregam naturalmente em um estado menos compactado da cromatina.

5.3 Atividade dos sitios adicionais de rDNA 45S

A atividade dos sitios ribossomais de Crotalaria juncea foi anteriormente
analisada, sendo estabelecido que, o sitio ribossomal do cromossomo 1 € o principal
organizador nucleolar, enquanto o sitio adicional do cromossomo 4 tem atividade
facultativa (MONDIN, 2003; MONDIN; SANTOS-SEREJO; AGUIAR-PERECIN, 2007;

ANDRADE, 2011). Entretanto, estes estudos utilizaram como marcador da atividade
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nucleolar a precipitagcdo por nitrato de prata (bandamento Ag-NOR), que nem
sempre permite uma clara visualizagdo dos nucléolos, pela quantidade de
background produzido pela técnica e por ser de baixa resolucdo nas fases finais da
mitose.

A fim de estabelecer com maior preciséo a atividade dos sitios ribossomais de
C. juncea, principalmente do sitio adicional, 0 comportamento dos nucléolos durante
o ciclo celular foi monitorado utilizando-se um anticorpo contra a fibrilarina como
marcador de atividade. Durante a interfase a cromatina nucleolar ativa tem como
caracteristica a formacdo de um ou dois knobs heterocromaticos adjacentes a uma
regido DAPI negativa que indica a presenga de um nucléolo. A imunodeteccédo da
fibrilaria e contracoloracdo com DAPI comprova que estas regides negativas sao de
fato nucléolos, mesmo aquelas muito pequenas, sugerindo serem resultantes da
atividade do sitio adicional do cromossomo 4.

O experimento de FISH com sondas do rDNA 45S e o de imunodetecc¢do da
fibrilarina reforcam a observacdo anterior de que o sitio principal presente no
cromossomo 1 estd sempre ativo na intérfase. No entanto, nestes estudos
(MONDIN, 2003; MONDIN; SANTOS-SEREJO; AGUIAR-PERECIN, 2007,
ANDRADE, 2011), foi proposto que o sitio adicional presente no cromossomo 4 teria
expressdo em um momento especifico, entre o final da anafase e o final da fase G1,
silenciando seu funcionamento a seguir. Estes mesmos autores chegaram a
conclusao de que, mesmo quando o sitio menor tem uma atividade transcricional
mais longa no ciclo celular, em nenhum momento € possivel observar contricdes
secundarias em metafases mitéticas. Entretanto, nestes estudos as analises das
metafases mitdticas utilizaram agentes anti-mitéticos que alteram a morfologia
natural dos cromossomos, conforme sera discutido mais a frente.

Os experimentos com fibrilarina comprovam a atividade dos sitios menores,
uma vez que foram visualizados nucleos interfasicos, profasicos e células em
teléfase contendo trés e quatro nucléolos. A observagdo de nucléolos adicionais em
fases adiantadas do ciclo celular, principalmente na préfase e prometafase, indicam
que estes sitios permanecem ativos durante toda a interfase e que nao ocorre um
silenciamento nos estagios iniciais como proposto anteriormente.

Outros resultados que corroboram esta hipétese sdo os experimentos de
FISH com sondas de rDNA 45S em células mit6ticas. O mapeamento desta sonda

confirma os dados anteriores com relacéo a intérfase, porém, durante a mitose foi



56

observado a presenca de constricbes secundarias nos sitios adicionais do
cromossomo 4. Mesmo que apresentem baixo nimero de cOpias e possivelmente
uma baixa atividade, tais loci apresentam constricdes que permanecem distendidas,
guando ativas, durante todo o ciclo celular. O fato do processo de fusdo nucleolar
ocorrer em um curto espaco de tempo, no inicio do ciclo (SAVINO et al., 2001),
poderia explicar a baixa frequéncia de trés e quatro nucléolos observados durante a
interfase.

Aparentemente, o que impede a visualizacdo de contricbes secundarias em
cromossomos metafasicos, principalmente naqueles com loci pequenos, é a acéo
forcada da contracdo da cromatina quando tratados com agentes inibidores do fuso
mitético, como a 8-hidroxiquinolina, a colchicina, o a-bromonaftaleno, entre outros,
comumente utilizados em estudos citogenéticos. Este efeito se mostrou ainda mais
drastico em sitios ribossomais pequenos. Em muitos casos, para analisar a atividade
dos sitios ribossomais, sdo utilizados os dados morfoldgicos em conjunto com a
precipitacdo por nitrato de prata, que se liga a proteinas especificas, indicando a
atividade destes sitios. Normalmente, nestes estudos, as constricbes secundarias
estdo ausentes devido a contracéo artificial dos cromossomos e, ainda assim, existe
precipitacdo por prata nos sitios que foram ativos, levando a concluséo errbnea de
gue constricdes secundarias sdo dispensaveis para determinacao da atividade dos
genes ribossomais. A partir de tais observacdes pode-se concluir que a auséncia de
constricbes secundarias em preparacdes submetidas a acdo destas drogas nao
remetem a auséncia de atividade destes loci. Portanto, cuidados devem ser tomados
na interpretagdo da atividade das NORs com base na caracterizagdo morfologica
dos cromossomos, uma vez que podem causar interpretacdes erradas sobre a
atividade destes sitios. Neste sentido, 0s grupos de pesquisa em citogenética devem
considerar a ndo utilizacdo de agentes mitogénicos na inferéncia de atividade dos

genes ribossomais.

5.4 Caracterizagcdo morfométrica dos sitios ribossomais

A técnica de FISH é capaz de mostrar a grande diversidade de tamanhos de
sitios ribossomais entre e dentro de uma espécie (revisdo em MONDIN; AGUIAR-
PERECIN, 2011), ndo sendo incomum a presenca de heteromorfismos entre

cromossomos homadlogos. No presente trabalho, a técnica apresentada se mostrou
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altamente sensivel na deteccao de heteromorfismos. Os resultados demonstram que
h& uma clara diferenga de tamanho nos sitios ribossomais entre o par de homologos
do cromossomo 1 e do cromossomo 4. A imunodeteccdo da fibrilarina corrobora
esta observacdo, mostrando que também existem variacbes no tamanho dos
nucléolos. Estes heteromorfismos haviam sido detectados anteriormente a partir da
impregnacgao por nitrato de prata (ANDRADE, 2011). Deste modo, pode-se dizer que
o polimorfismo no tamanho dos nucléolos segue exatamente o mesmo padrao
heteromorfico dos sitios ribossomais. Embora ndo tenham sido conduzidos
experimentos conjuntos de FISH com sondas de rDNA 45S e imunodetecgdo da
fibrilarina, tudo leva a crer que os sitios maiores sédo responsaveis pela formacao
dos nucléolos grandes, enquanto 0s sitios menores estariam associados aos
nucléolos pequenos.

O tamanho do sitio ribossomal tem papel central na forma de expressao dos
genes que o compde, sendo diretamente associado ao numero e estrutura dos
motivos, jA& que 0 numero de copias génicas exerce influéncia efetiva no
recrutamento de fatores de transcricdo, onde regides com menor nimero de copias
tem capacidade de recrutamento reduzida (PIKAARD, 2000).

A variacdo encontrada no tamanho dos loci de rDNA 45S de C. juncea,
mensurada a partir da sua caracterizacdo morfométrica, € causada pela ocorréncia
de rearranjos entre regides homédlogas do rDNA. Aparentemente, o principal
rearranjo € a recombinacdo desigual, responsavel por produzir configuracbes
homozigéticas e heterozig6ticas entre pares cromossémicos. Os mecanismos de
origem de tais variacdes podem ser revisados em Schubert (2007). A manutencao
de homozigotos e heterozigotos para o tamanho do sitio ribossomal, tem sido por
nés interpretada como resultado de uma possivel segregacdo ao acaso dos
Cromossomos.

A caracterizagdo da variabilidade no tamanho dos sitios ribossomais é
importante para se estabelecer a ordem hierarquica de expressao destes sitios
(PIKAARD, 2000). Em hibridos interespecificos, este fenbmeno é conhecido como
dominancia nucleolar (NAVASHIN, 1927), poréem como se trata de uma espécie
diploide, talvez o melhor termo seria hierarquia de expressdo. Assim sendo, pode-se
chegar a conclusdo de que existe uma hierarquia de expressao dos loci ribossomais
em C. juncea, onde o sitio maior presente no cromossomo 1 é preferencialmente

ativo sobre o sitio menor presente no cromossomo 4. Igualmente, entre homologos,
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também existe esta competi¢cdo por atividade, de modo que o sitio menor sempre se

expressa menos em detrimento ao sitio maior.

5.5 Padrédo de metilacdo do rDNA 45S

Grummt (2003); Flavell et al. (1986b) mostraram que apenas uma fracao
muito pequena do total de genes ribossomais € realmente expressa,
correspondendo a cerca de 5%. Apesar de ser bem estabelecido na literatura que,
de maneira geral, a metilagdo de citosinas do DNA em longas regifes esteja
relacionada ao silenciamento génico (PIKAARD, 2000b), com o aumento da
resolucao das técnicas moleculares, Flavell et al. (1988), Lawrence et al. (2004) e
Pontvianne et al. (2013) demonstraram que em genes ribossomais ativos, 0
promotor génico, uma por¢ao bastante restrita do IGS, apresenta desmetilacdes
pontuais. Isto significa que, em nivel microscopico, seria impossivel observar longas
regides cromossémicas, como a constricdo secundaria, como sitios inteiramente
hipometilados. A metilacdo do DNA, observado em nivel citolégico nas fribras
distendidas, indicam um padrdo continuo desta modificacdo epigenética, onde
longos gaps hipometilados ndo foram observados, tal como esperado. Nossos dados
indicam que as técnicas de imunodetec¢do em ndcleos interfasicos e cromossomos
metafasicos, ndo sdo capazes de diferenciar sitios especificos hipometilados em
regides densamente metiladas como o rDNA. Por outro lado, nas fibras estendidas
ndo foi possivel distinguir regibes ribossomais do restante da cromatina nuclear,
uma vez que ambas se apresentaram igualmente metiladas. Portanto, toda
constricdo secundaria € um sitio hipermetilado em nivel microscépico, mesmo no
caso do nucleo interfasico, quando a cromatina dentro do nucléolo estd muito
distendida e produz uma marcacdo pouco brilhante em relacdo a heterocromatina
perinucleolar e o restante da cromatina.

Em fibras estendidas, regides hipometiladas sdo rarissimas de serem
observadas. Nas figuras apresentadas neste trabalho s&o indicadas com setas
apenas sete regides, para 0 gene de 18S, e quatro para o gene de 26S, que
aparentam ser hipometiladas. Porém, ainda ndo é possivel concluir se estes genes
sdo, de fato, hipometilados. Devido ao padrdo de marcacdo em dots observado na
técnica de fiber-FISH, artefatos técnicos podem ser gerados, como gaps sem

marcacgao, e por isso uma maior extensao de fibras deve ser analisada para que
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sejam tiradas conclusbes definitivas. Apesar de existirem relatos da existéncia de
longas regides cromossémicas ndo metiladas proximas aos centrémeros dos
cromossomos de milho (KOO et al., 2011), reforcamos que ndo existem evidéncias
de que estes casos ocorram no caso da cromatina nucleolar.

No caso de plantas, nota-se que grande parte dos artigos que tentaram
correlacionar as contricdes secundérias a regides hipometiladas, ndo consideraram
os dados moleculares que indicam que isto ndo é possivel, como por exemplo nos
trabalhos de Marques et al. (2011) e Gong et al. (2013). Estes autores claramente
nao perceberam que o que estavam interpretando como hipometilagdo, na verdade,
se trata de um artefato citolégico devido a baixa densidade da cromatina dentro do
nucléolo e da constricdo secundaria. E sabido que o rDNA presente em NORSs ativas
se encontra em um estado de cromatina aproximadamente 10 vezes menos
condensado que a regido de DNA satélite adjacente, no caso de células humanas
(HELIOT et al., 1997). Este é um dos motivos pela qual as constricdes ndo séo
vistas como regides com fluorescéncia intensa quando a citosina metilada é
imunolocalizada, e, portanto, sdo erroneamente interpretadas como hipometiladas.
Assim sendo, a técnica de FISH associada a imunodetecgao da 5’-metilcitosina, seja
em metafases mitéticas, ndcleos interfasicos ou mesmo durante a mitose, ndo
possui resolucado para discriminar nem genes nem NORs como sendo ativas ou
inativas.

Se a metilagdo estivesse diretamente relacionada ao controle da
condensacao da cromatina ribossomal, esta marca teria que apresentar flutuacoes
durante o ciclo celular, porém, este comportamento nao foi observado. Em células
em mitose, na fase de metafase e anafase, quando a atividade transcricional esta
silenciada, ndo é possivel observar um aumento na intensidade do sinal da 5'-
metilcitosina. Como discutido no topico anterior, as constricbes secundarias nao se
condensam e, consequentemente, ndo ocorrem flutuacdes no nivel de fluorescéncia
e no padrdo de marcacdo para este anticorpo. Este € mais um indicio de que a
metilacdo de citosinas do rDNA 45S estd mais envolvida no controle da expresséo

génica em nivel do promotor do que diretamente ao empacotamento da cromatina.
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5.6 Organizacéo dos genes ribossomais em Crotalaria juncea L.

O arranjo dos genes ribossomais apresenta uma ordem bastante definida e
muito bem aceita. O motivo do rDNA normalmente se inicia com um espacador
intergénico (IGS), seguido do gene de rRNA 18S, um espacador transcrito (ITS-1), o
gene de rRNA 5.8S, um novo espacador transcrito (ITS-2) e termina com o gene de
rRNA 26S. Este motivo € repetido de dezenas a milhares de vezes in tandem,
dependendo da espécie e do tamanho do locus. No caso de Crotalaria juncea este
padréo de repeticdo € bastante tipico e conservado, com rarissimos rearranjos, uma
vez que nao foi evidenciada alta frequéncia de repeticdes ndo-canbnicas. Nao ha na
literatura trabalhos detalhados sobre a organizacdo dos motivos do rDNA 45S em
plantas. Porém, no caso de humanos, os sitios ribossomais sao extremamente
rearranjandos, com uma frequéncia de até 5 de sequéncias nao-candnicas
(CABURET et al., 2005). Os mesmos autores demonstraram que estas sequéncias
nao candnicas geralmente carregam palindromes. Deste modo, de acordo com
McStay e Grummt (2008), tais sequéncias ndo sao funcionais, e a célula tende a
silenciar estes repeats para evitar a possibilidade de pareamento anti-senso, que
pode comprometer drasticamente a biogénese ribossomal. Certamente, estas
observacbes ndo podem ser extrapoladas para o caso das plantas, e um grande
conjunto de arranjos ribossomais deveriam ser estudados para que qualquer

conclusdo de maior propor¢ao pudesse ser tomada.

5.7 Uma proposta de modelo de heranga dos genes ribossomais ativos

Como foi extensivamente descrito e discutido anteriormente, a cromatina
ribossomal segrega em um estado aberto durante toda a mitose. Deste modo, neste
topico sera proposto um modelo de segrega¢ao para 0s genes ativos, uma vez que,
como estes genes sdo mantidos descondensados, certamente existe um mecanismo
de herancga envolvido neste processo.

O UBF (fator de ligacdo upstream) é uma subunidade do complexo da DNA
polimerase |, responsavel pelo recrutamento do PIC (complexo de pré-iniciacéo) e,
portanto, peca fundamental na regulagcdo da transcricdo dos genes ribossomais
(SANIJ; HANNAN, 2009). Aléem de sua alta afinidade por diversos sitios da regido

promotora dos DNAs ribossomais ativos, também se apresenta ao longo de toda a
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extensdo da regido codante do gene. Nos motivos silenciados esta frequéncia é
bastante baixa, apesar de existir (O'SULLIVAN; SULLIVAN; McSTAY, 2002). Este
fator possui afinidade por regides adjacentes ao octamero de histonas, e tem a
propriedade de deslocar a histona H1, impedindo sua associacdo a Vvarios
segmentos da cromatina (KERMEKCHIEV; WORKMAN; PIKAARD, 1997; revisao
em SANIJ; HANNAN, 2009). Foi mostrado que genes ativos possuem menos
histonas H1, do mesmo modo com que genes silenciados possuem niveis mais
baixos de UBF (SANIJ et al., 2008). Além disso, quando na forma de dimero, o fator
upstream tem a propriedade de girar a fita de DNA formando um loop de 360°, de
igual didametro e volume ao octdmero de histonas. A esta estrutura se da o nome de
enhancessomo (STEFANOVSKY et al., 2001). A partir de testes usando crosslinking
com psoralen, foram observados ambos estados da cromatina, uma fragdo contendo
nucleossomos periodicamente espacados e uma fracdo livre de nucleossomos.
Estas fragcbes ndo se alteram da intérfase para a metafase, indicando que durante a
segregacao cromossbmica a cromatina tem comportamento estavel (revisdo em
SANIJ; HANNAN, 2009)lI.

A partir destas constatacdes e dos resultados aqui observado é possivel
concluir que a cromatina da NOR de fato segrega em estado descompactado, sem a
necessidade de apresentar atividade transcricional. Isto se deve ao fato dos genes
ativos, presentes no interior da constricdo, se apresentarem livres de nucleossomos
e usarem da estabilidade proveniente da ligacdo do UBF para se manterem
descondensados. Foi reportado que a presenca do UBF causa descompactacao
cromatinica, tal como sua remoc¢do causa condensacdo e inativacdo dos genes
ribossomais (SANIJ et al., 2008). Por este motivo, 0os genes ativos e inativos de um
mesmo locus sdo sempre 0s mesmos nas geracdes de células filhas produzidas por

mitose.
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6 CONCLUSAO

A partir das observacdes aqui expostas e discutidas, € possivel concluir que
sitios ribossomais séao altamente metilados, independente de sua atividade, e que a
metilacdo do DNA nao contribui diretamente para a condensacdo desta regido
durante a mitose. Sitios de rDNA 45S ativos sempre formam constricbes
secundarias e segregam na mitose sem que ocorra total condensacéo da cromatina.
No caso de sitios adicionais ativos este mesmo padrédo é mantido ao longo de todo o
ciclo celular. Tanto sitios principais quanto sitios adicionais, apresentam padrdo de

indexag&o da cromatina idéntico.
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