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RESUMO

Devido ao constante ataque a camada de ozénio, as plantas, nos préximos anos,
terdo que lidar cada vez mais com uma maior quantidade de luz UV atingindo a
atmosfera terrestre. O arroz é considerado uma planta modelo para as
monocotileddbneas  por  possuir um genoma relativamente  pequeno
(aproximadamente 390 Mb) e devido a sua grande sintenia com outros cereais.
Recentemente, as proteinas E2F foram descritas, especialmente em vertebrados,
como fatores transcricionais que podem estar envolvidos com a resposta ao dano de
DNA. Tendo como objetivo principal estudar como a familia de fatores transcricionais
E2F responde ao dano genotdxico em arroz, experimentos com luz UV-B foram
conduzidos para avaliar o envolvimento destes com as respostas ao dano de DNA.
Além disso, foram realizadas analises filogenéticas dessa familia génica com
representantes de plantas. Em arroz, estudos prévios de nosso grupo identificaram
seis genes pertencentes a familia E2F, sendo quatro E2F tipicos e dois E2F atipicos.
Em resposta a luz UV, dois dos quatro genes que codificam E2F tipicos e os dois
genes de E2F atipicos, tiveram a expressao relativa aumentada apos o estresse em
relacdo a plantas mantidas em condicdo controle. Nesse experimento, além dos
genes E2F e dos genes de reparo, também foram avaliados os niveis de transcritos
de genes sabidamente envolvidos com ciclo celular e apoptose, permitindo-se
verificar se 0 aumento de expressédo dos genes E2F em resposta ao estresse esta
efetivamente relacionado com a resposta a danos no DNA e nao a estes dois outros
processos celulares. As analises filogenéticas revelaram que um desses dois E2F
tipicos, que apresentou sua expressdo diferencial nas condi¢cdes testadas,
provavelmente atue como um repressor de transcricdo. Esta afirmacao esta baseada
em estudos comparativos com sequéncias da planta modelo para as dicotiledéneas,
Arabidopsis thaliana. O conjunto de resultados obtidos sugere que alguns membros
da familia E2F de arroz estao envolvidos especificamente com as repostas ao dano

ao DNA, além de permitir a proposi¢cao de um possivel mecanismo de acao.



ABSTRACT

Due to the constant attack to the ozone layer, the plants, in the coming years, will
have to deal with an increasing amount of UV light reaching the earth's atmosphere.
Rice is considered a model plant for monocots due to its relatively small genome
(approximately 390 Mb) and because its high synteny with other cereals. E2F
proteins have recently been reported, especially in vertebrates, as transcriptional
factors involved in the response to DNA damage. To study how the family of
transcription factors E2F responds to genotoxic damage in rice, experiments with UV-
B were conducted to evaluate their involvement with the responses to DNA damage.
In addition, phylogenetic analyzes of this gene family in plants were performed. In
rice, previous studies of our group identified six genes belonging to the E2F family,
four typical and two atypical E2F. In response to UV light, two of four genes encoding
typical E2F and the two atypical E2F genes increased their relative expression after
stress compared to the plants grown in the control condition. In this experiment, in
addition to the E2F gene and repair genes, we have also analyzed the transcriptional
level of genes known to be involved with cell cycle and apoptosis, in order to verify if
the increases in E2F gene expression, in response to stress, are actually related to
the response to DNA damage, rather than to other two cellular processes.
Phylogenetic analysis revealed that one of these two typical E2F, which showed
differential expression under the conditions tested, probably acts as a transcriptional
repressor. This analysis is based on comparisons with sequences from the model
plant for dicots, Arabidopsis thaliana. These set of results suggest that some
members of the E2F family of rice are involved specifically with responses to DNA

damage and allowed the proposition of a possible mechanism of action.
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LISTA DE ABREVIATURAS

ACT — actina

BLAST - ferramenta de busca por alinhamento local basico, do inglés: Basic Local
Alignment Search Tool

CDK - Ciclina Dependente de Kinase

cDNA — DNA complementar

CDS - sequéncia codificadora, do inglés, Coding Sequence

cv — cultivar

CYC —ciclina

DNA — Acido Desoxirribonucléico

dNTP - desoxirribonucleotideos trifosfatados

DP — Parceiro de dimerizacéo, do inglés, Dimerization Partner

DSB — Quebra de fita dupla, do inglés, Double Strand Brake

EF1 — Fator de Elongacao 1

EMBRAPA — Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria

EST — Etiqueta de sequéncia expressa, do inglés, Expressed Sequence Tag

FAO — Organizacdo de Alimentos e Agricultura, do inglés, Food and Agriculture
Organization

FDH — Formaldeido Desidrogenase

G1 — fase de crescimento 1 do ciclo celular

G2 — fase de crescimento 2 do ciclo celular

genBank — banco de dados de sequencias genéticas do NCBI

h — horas

H4 — histona H4

MCMC - Monte Carlo via Cadeia de Markov

MEGA — Molecular Evolutionary Genetics Analysis Program

min - minutos

M-MLV - Virus Moloney da leucemia de murinos, do inglés “Moloney Murine
Leukemia Virus”

MMR — reparo por malpareamento, do inglés, mismatch repair

NCBI — Centro Nacional para informacao biotecnoldgica, do inglés, National Center

for Biotechnology Information
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pb — pares de bases

PCD — morte celular programada, do inglés, Programmed Cell Death

PCR - reacdo em cadeia da polimerase, do inglés, Polymerase Chain Reaction

PFAM — banco de dados PFAM, do inglés, Protein Family

Primer — oligonucleotideo iniciador especifico

RB — proteina do retinoblastoma

RNA — Acido Ribonucléico

RNAmM — RNA mensageiro

RT-gPCR — Reacdo em cadeia da polimerase quantitativa associada a transcri¢cao
reversa, do inglés, Reverse Transcript and quantitative Polymerase Chain
Reaction

Ssp - subespécie

U - unidades

UBI - ubiquitina

UGLY — uracyl DNA glycosilase

UV — Ultra Violeta
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1 INTRODUCAO

1.1 O ARROZ

Devido a sua ampla producéo, area de cultivo e consumo, o arroz (Oryza
sativa L.) destaca-se como um dos cereais mais importantes do mundo, sendo
significativa fonte alimenticia em todos os continentes. Segundo dados da FAO
(Food and Agriculture Organization), o arroz, em 2010, apresentou producéo
mundial de aproximadamente 700 milhdes de toneladas. As estimativas
realizadas em julho de 2011, para a safra de 2011, apontam um aumento de
aproximadamente 18 milhdes de toneladas (2,5%), resultando em um novo
recorde de produgdo mundial. Em 2010, a area ocupada mundialmente pelo
plantio dessa cultura foi de, aproximadamente, 165 milhdes de hectares e foi
previsto para 2011 um aumento para quase 170 milhdes (FAO, 2012).

Este cereal é a cultura alimentar de maior importancia na maioria dos
paises em desenvolvimento, sendo o alimento basico para cerca de 2,4 bilhdes
de pessoas. O arroz possui um excelente balanco nutricional, fornecendo 20% da
energia e 15% da proteina per capita necessaria a dieta humana. A média
estimada de consumo anual de arroz em 2007 foi de 52,96 kg por pessoa (FAO,
2007). Estima-se que até 2050 a demanda pelo cereal devera dobrar (EMBRAPA,
2007).

Uma caracteristica marcante da cultura de arroz € sua versatilidade. Por
possuir uma facilidade de adaptacédo a diferentes condicdes de solo e clima, o
arroz é considerado uma das espécies que apresenta um dos maiores potenciais
de combate a fome no mundo. No entanto, a produtividade das lavouras € afetada
pelas condicbes ambientais adversas que podem provocar grandes perdas.
Portanto, o aumento da produtividade na agricultura e a seguranca alimentar
global estdo diretamente relacionadas com os estresses ambientais enfrentados
pelas culturas (Dhaliwhal G.S, 1999).

O arroz (Oryza sativa) é considerado a planta modelo de estudos entre as
monocotiledéneas, assim como Arabidopsis thaliana € para as dicotiledoneas.
Aquele é um organismo dipléide com 24 cromossomos e com genoma hapléide

de 390 megabases (Mb), 0 menor entre 0s cereais, que esta sequenciado (Goff et
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al., 2002) e disponivel para consulta em bancos de dados publicos (Ouyang et al.,
2007). A disponibilidade de etiquetas de genes expressos ou ESTs (“Expressed
Sequence Tags”) e de mapas moleculares saturados, o progresso nos protocolos
de transformacdo mediada por Agrobacterium tumefasciens, além da sintenia do
genoma de arroz com o de outros cereais como aveia, milho e trigo, fazem do
arroz um organismo modelo para estudos fisiolégicos, genéticos e de evolucao
dentre as plantas, principalmente em relacdo as monocotiledoneas (Gale &
Devos, 1998; Shimamoto & Kyozuka, 2002). Tendo em vista que o0 arroz é uma
espécie modelo para estudos de genémica nas gramineas, torna-se evidente que

o estudo do seu genoma tera um grande impacto na agricultura do século 21.

1.2 O ESTRESSE POR LUZ ULTRAVIOLETA

A radiacao ultravioleta (UV) que atinge a superficie da terra tem implicacbes
importantes na saude humana, nos ecossistemas terrestres e aquaticos, nos ciclos
biogeoquimicos, na qualidade do ar (McKenzie et al., 2011). A revisao realizada por
Mckenzie et al, em 2011, mostra que inumeros trabalhos estdo sendo realizados nos
ultimos anos visando uma melhor compreensdo das respostas biologicas a esta
radiacao.

A luz UV, que possui ondas de comprimento entre 220 e 400 nm, € emitida
pela luz solar. A luz UV-B de comprimento de onda entre 280 e 320 nm, corresponde
ao componente mais energético da luz solar que chega a superficie terrestre
(Mpoloka, 2008).

Pesquisas sobre esse tema foram estimuladas pela percepcéo, ha mais de
30 anos, que a camada de ozdnio estratosférico estaria em risco e que haveria
consequentes aumentos de radiacdo UV-B atingindo a superficie terrestre. Esses
aumentos devem-se a diminuicdo da quantidade de ozb6nio durante os anos 1980 e
1990, particularmente em altas latitudes (>~60°), onde a destruicdo deste gas foi
mais pronunciada (McKenzie et al., 2011).

Quase toda a radiacdo UV-C danosa e maior parte da radiagcdo UV-B séo
filtradas pela camada de ozbénio. O aumento dos niveis de UV-B atingindo a
superficie terrestre se deve a destruicdo acelerada da camada de o0zobnio

estratosférico devido a polui¢cdo do ar (Mpoloka, 2008).
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Uma vez que esta radiagcdo é prontamente absorvida, ela pode provocar
uma série de efeitos, tal como a fotoexcitacdo de um grande numero de
biomoléculas (i. e. acidos nucléicos, proteinas e lipidios), resultando em mudancas
de funcbes genéticas, bioquimicas e fisioldgicas dentro das células, com impactos
significativos sobre muitos processos biol6gicos que podem ter importancia
regulatéria (Tian & Yu, 2009).

Em uma meta-andlise realizada em 2011, Ballaré et al observaram que
existe uma tendéncia de resposta da planta no sentido de diminuicdo da biomassa
vegetal quando submetida a irradiacdo UV-B. Os autores indicam que pode existir
uma reducdo aproximada de 1% no crescimento para um aumento de 3% na
incidéncia de irradiagdo UV-B. Se essa tendéncia for verificada no contexto das
mudancas na quantidade de radiacdo UV-B que ocorreram nos ultimos 30 anos, é
possivel produzir uma estimativa do tamanho das mudancas geradas no
crescimento dos produtores primarios (seres autotroficos), que, portanto, pode ter
ocorrido como consequéncia da destruicdo do ozonio (Ballare et al., 2011).

Wargent et al, 2011 verificaram que folhas de alface (Lactuca sativa)
estressadas por luz UV-B possuiam a éarea foliar diminuida em 18% quando
comparadas com folhas de plantas néo-tratadas. Essa reducdo ocorreu para outros
parametros medidos pelos autores como: largura, espessura e comprimento, além
de peso fresco (Wargent et al., 2011). Outro estudo mostrou que as trocas gasosas
nas folhas de arroz foram severamente afetadas pela exposicdo a UV-B. A soma dos
pigmentos do ciclo da xantofila (violaxanthin, antheraxanthin, zeaxantina) foi
moderadamente afetada um dia apds o término do tratamento UV-B, mas sofreram
uma queda muito mais forte (de 61%) pelo 7° dia apds o final da irradiacdo. Em
folhas totalmente desenvolvidas foi observado um impacto bem menor, mas alguns
efeitos posteriores significativos ainda estavam presentes em alguns dos parametros
testados como, por exemplo, uma queda na conducdo de vapor de agua pelo
estdbmato. Os autores verificaram ainda que apds o estresse por UV-B, as folhas de
arroz irradiado tornaram-se gradualmente cloréticas, seguida por necrose
progressiva que pode ser detectado 14 dias apos o fim da irradiacdo UV-B (Lidon &
Ramalho, 2011).

A luz do tipo UV-B interage com o DNA, modificando suas bases ou

provocando a interacdo entre estas, bloqueando, assim, 0os processos no qual o
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DNA encontra-se envolvido (i. e. replicacdo do DNA). Esta interagéo da luz UV-B
com o DNA pode afetar a integridade do genoma (Mpoloka, 2008). Em resposta a
esse estresse, sdo ativadas complexas redes de sinalizagdo visando bloquear o
efeito provocado por esses estressores.

As plantas terrestres possuem carater séssil e dependéncia da luz solar para
a fotossintese. E provavel que elas tenham que lidar com os niveis aumentados de
UV-B nas proximas décadas, o que leva a necessidade de pesquisas continuas para
melhor compreensdo a respeito das estratégias de aclimatacdo a esse tipo de
estresse (Lidon & Ramalho, 2011).

1.3 OS FATORES DE TRANSCRICAO E2F

A familia génica que codifica os fatores de transcricdo E2F tem sido
extensivamente estudada em mamiferos. Esta familia possui membros que
desempenham funcdes diversas tais como: progressao do ciclo celular, transicao
G1/S, segregacdo e condensacdo do cromossomo, replicacdo e reparo do DNA,
interesse principal deste trabalho, além de diferenciacdo e apoptose. Os genes
dessa familia apresentam similaridades entre plantas e mamiferos, tanto em nivel
estrutural, quanto funcional (Ramirez-Parra et al., 1999). No contexto das respostas
ao dano de DNA, alguns dados estabeleceram uma ligacdo entre a resposta a
guebra na fita dupla (double strand break — DSB) e a ativacdo de genes alvos de
E2F. No entanto, o envolvimento de E2F em morte celular programada (programmed
cell death — PCD) em plantas néo € conhecido (Blais & Dynlacht, 2004; Inze, 2005).

Em mamiferos, foi descrito um novo papel para E2F7 e E2F8 durante a
resposta a danos no DNA. Observou-se que ambos os genes sdo induzidos em
células tratadas com agentes danosos ao DNA. Além disso, foi demonstrado que
esses genes regulam a expressdo de um gene da propria familia, o E2F1, sendo
essencial para as alteracbes que ocorrem no ciclo celular em decorréncia do dano.
Juntos, estes resultados indicam que E2F7 e E2F8 estdo intimamente envolvidos
com a resposta celular ao dano no DNA (Zalmas et al., 2008).

MSH6, éum gene componente da rota de reparo de bases mal pareadas em
Arabidopsis thaliana, foi identificado como um alvo dos fatores de transcricdo E2F.

Lario et al, 2011 demonstraram que o promotor de MSH6 contém trés sitios de
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ligacdo de E2F, dois deles compreendendo motivos duplos de ligagdo a E2F. Uma
investigacdo posterior da regulacdo da expressdo de MSH6 mostrou um nivel
aumentado dos transcritos de MSH6 em plantas de Arabidopsis que
superexpressam os ativadores E2Fa e E2Fb. Estes resultados sugerem que fatores
de transcricdo E2F regulam a expressédo de MSH6 e, consequientemente, a atividade
MMR (mismatch repair) durante a progresséao do ciclo celular (Lario et al., 2011).

A familia E2F é composta por dois tipos de proteinas: os E2F tipicos e 0s
E2F atipicos. Os genes E2F da planta modelo Arabidopsis thaliana foram
previamente caracterizados (Mariconti et al., 2002). Para os E2F tipicos, doravante
denominados somente de E2F, os dominios caracteristicos sdo: um dominio de
ligacdo ao DNA responsavel pela interacdo da proteina com os genes alvos, um
dominio de heterodimerizacdo responsavel pela dimerizacdo com a proteina DP
(Dimerization Partner), que sera descrita posteriormente, uma regiao descrita como
‘marked Box” que € necessaria para interagcdo proteina-proteina e que confere
especificidade a resposta transcricional, um dominio de transativacdo e um dominio
de ligacédo a proteina do Retinoblastoma (RB). As proteinas E2F atipicos, descritos
neste trabalho como proteinas DEL, possuem uma organizacao diferente, com
apenas dois dominios de ligacdo ao DNA (Kosugi & Ohashi, 2002) (figura 1).

As proteinas DP (Dimerization Partner) também possuem um dominio de
ligacdo ao DNA e um dominio de heterodimerizacdo, o que condiz com o possivel
mecanismo de atuacao deste complexo protéico (figura 1). Segundo este modelo, as
proteinas E2F interagem e formam heterodimeros com a proteina DP, formando,
assim, um complexo protéico com dois dominios de ligacdo ao DNA. Esta ligacdo ao
DNA promove a ativacdo da transcricdo. Por outro lado, as proteinas DEL séo
competidores diretos dos E2F/DP e teriam um efeito antagbnico, uma vez que
possuem dois dominios de ligacdo ao DNA e ndo possuem o0s dominios
responsaveis pela ativacdo da transcricdo. Como estas proteinas ocupam a mesma
sequéncia dos genes alvo, ao qual se liga o heterodimero E2F-DP, elas bloqueiam o
efeito desse complexo, produzindo um efeito repressor por competicdo pela
sequencia consenso de ligacdo (Lammens et al., 2009) que foi caracterizada como
sendo: TTTCCCGC (de Jager et al., 2001) . Este motivo de ligacdo € bem descrito e

conservado entre plantas e animais, inclusive em humanos. .
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Existe ainda outra rota de regulacdo da transcricdo pelas proteinas da
familia E2F. Esta via é controlada pela proteina retinoblastoma (RB). Experimentos
in vitro demonstraram alta afinidade entre a proteina RB e o complexo E2F/DP. Em
animais, a proteina RB se liga ao heterodimero E2F/DP em um local correspondente
ao dominio de transativacdo C-terminal. Esta ligacdo promove a inibicdo do
complexo com consequente inibicdo da transcricdo. Para o desligamento da proteina
RB do complexo E2F/DP, a proteina RB deve ser fosforilada por diversas quinases
dependentes de ciclinas (CDK), fazendo com que esta perca sua afinidade pelo
complexo e o torne livre para ativar a transcricdo dos genes alvo. Este sistema é
bastante conservado e esta presente na maioria dos eucariotos, inclusive em plantas

superiores (Shen, 2002).

(a) E2F tipicos

nE2Fa | B T e

* * L A

wezre [ T Tl ] 400
vere [T T T e

AtDPa [ | 292 aa
ADPb [ 0 D | 387

E2F atipicos )

* W

ADEL? (T ] %o

*

[l Dominio deligagdo ao DNA [:I Dominio de dimerizagdo
[0 Dominio detransativagao B Dominiode Ligagdo ao RB
. Marked Box I Potencial Sitio de ligagdo a CDK-CycA

* Potencial sitio de fosforilagdo CDK-ciclina
Figura 1 Representacdo dos motivos conservados presentes em E2F tipicos,
proteinas DP e E2F atipicos. Dominios caracterizados para Arabidopsis thaliana.
Figura modificada (Shen, 2002).
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Esta familia génica possui nove membros em Arabidopsis thaliana, sendo
trés E2F, trés DEL e dois DP (Mariconti et al., 2002). Até o momento, para Nicotiana
tabacum foi descrito apenas um membro da familia E2F, sendo descrito como NtE2F
(Sekine et al., 1999). Em trigo foi também descrito apenas um E2F, tendo sido
denominado TmE2F, além de um gene DP (Ramirez-Parra et al., 1999; Ramirez-
Parra & Gutierrez, 2000). Para mamiferos, ja foram caracterizados oito membros da
familia génica E2F, sendo seis E2F e dois DEL, além de duas proteinas DP (Dyson,
1998; Zalmas et al., 2008). Em trabalhos prévios, nosso grupo identificou no genoma
de arroz, 9 sequencias codificando proteinas E2F, sendo 4 E2F, 2 DEL e 3 DP
(Rauber, 2009).

Andlises genéticas e bioquimicas e revisdes bibliograficas recentes tém
permitido um avanco no entendimento dos mecanismos de percepcdo e da
sinalizacdo de estresses genotoxicos (Sakamoto et al., 2009; Tuteja et al., 2009;
Lario et al., 2011; Lidon & Ramalho, 2011). Entretanto, os componentes especificos
de sinalizacdo que sdo ativados nas plantas em resposta a esses estresses sao
ainda pouco conhecidos. A comparacéao entre os diferentes modelos eucariéticos e a
integracdo entre analises moleculares, bioquimicas e fisioloégicas fornecera uma
visdo mais abrangente a respeito das respostas geradas pelas plantas ao dano no
DNA.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi caracterizar o padréo de expressao dos genes
da familia E2F em arroz em resposta a um estresse genotoxico visando entender as
relagdes entre estes fatores de transcricao e as respostas ao dano de DNA em
plantas além de aumentar o conhecimento a respeito da historia evolutiva desses

fatores transcricionais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Caracterizar o padrao de expresséo dos genes da familia E2F
em folhas de arroz em resposta ao tratamento com radiacédo UV-B.

2) Relacionar o padrao de expressao dos genes E2F e os genes
de reparo ao dano do DNA, ciclo celular e morte celular programada em
arroz em funcéo do tratamento com UV.

3) Obter as sequencias génicas das familias E2F/DEL e DP para
23 espécies de plantas e 2 espécies de algas.

4) Fazer uso de métodos de inferéncia bayesiana para estudos

evolutivos das sequencias identificadas.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL

(Oryza sativa L. ssp. japonica cv. Nipponbare) crescidas em casa de vegetacdo a

Para os experimentos com luz UV-B, foram utilizadas plantas de arroz
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temperatura de 28°C e foto-periodo de 12/12h em potes com terra e

permanentemente submersos em bandejas com agua.

3.2 ESTRESSE POR LUZ UV-B

Foram realizados dois experimentos utilizando uma lampada que emite luz

no comprimento de 280nm (UV-B) como unica fonte luminosa durante o periodo de

estresse.

plantas de arroz foram submetidas a radiacdo com luz Ultravioleta B (UV-B)

No primeiro experimento, denominado experimento sem aclimatagdo, as

conforme descrito a seqguir:

Para o tratamento, um lote de 24 plantas com idade aproximada de quatro
semanas foi submetido a uma aplicacdo de 4 horas de luz UV-B (plantas
tratadas);

Como controle, 24 plantas (néo-tratadas) foram mantidas nas mesmas
condicbes das plantas estressadas, porém submetidas a iluminacéao
normal, sem a presenca de luz UV,

Prosseguiu-se a coleta da parte aérea de duas plantas e estas formaram
uma amostra correspondente a uma das 4 replicatas biolégicas que foram
utilizadas para cada tempo de coleta distribuidos em: 0 hora (logo apés o
estresse), 6 horas e 24 horas apos o tratamento, denominados de Oh, 6h e
24h, respectivamente;

As amostras de tecido vegetal (parte aérea) foram coletadas,
imediatamente congeladas em nitrogénio liqguido e estocadas em ultra

freezer a -80°C até o momento da extracdo de RNA.
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No segundo experimento, denominado experimento com aclimatacao,
procederam-se algumas alteracbes devido aos resultados obtidos no primeiro
experimento:

e As plantas possuiam 7 semanas de vida;

e Estas foram submetidas a um pré-estresse de 4 horas de luz UV-B,
realizado uma semana antes do experimento;

e Para o tratamento, as plantas foram submetidas a um periodo de 4 horas
de luz UV-B, seguido de um intervalo de 20 horas de iluminag&o normal.
Em seguida, um segundo periodo de 4 horas com luz UV-B foi aplicado as
plantas tratadas;

e Logo apoOs o segundo periodo de estresse, as amostras bioldgicas foram
coletadas nos seguintes tempos: 0 (logo apés o estresse), 30 minutos, 2, 6
e 24 horas apos o estresse e estes foram denominados Oh, 30min, 2h, 6h e

24h, respectivamente.
3.3 EXTRACAO DE RNA TOTAL

A extracdo do RNA total foi realizada com o reagente TRIZOL (Invitrogen)

seguindo as instrucdes do fabricante.

3.4 SINTESE DE cDNA A PARTIR DE RNA TOTAL

A sintese de cDNA a partir de RNA total foi realizada utilizando-se a enzima
M-MLV Reverse Transcriptase (Promega) segundo as recomendacdes do fabricante,
com as seguintes adaptacdes: em um volume final de 20 uL, foram utilizados 3 uL
de RNA total de arroz (lug de RNA total aproximadamente), 1 pupL do
oligonucleotideo poli-T (1 ng/uL), 1uL de desoxirribonucleotideos (ANTP) a 10 mM, 7
uL de agua Milli-Q ultra-pura. A solugdo foi incubada a 65°C por 5 minutos e
imediatamente incubada em gelo por mais 5 minutos. A seguir, 10 uL de tampéao
2,5X (First Strand Buffer 2,5X + DTT 0,1 M), 27 uL de H,0, 1 uL de M-MLV Reverse
Transcriptase (200 U/uL) foram adicionados a solucdo. A reacéo foi mantida a 37°C

por 2 horas e em seguida incubada a 70°C por 15 minutos. A qualidade dos cDNAs
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foi verificada por PCR usando primers para o0 gene constitutivo Formaldeido
Desidrogenase (FDH - cédigo de acesso no GenBank: U77637.1).

3.5 DETERMINACAO DE OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES ESPECIFICOS
(PRIMERS) PARA PCR

As sequéncias CDS dos genes avaliados nesses experimentos foram
utilizadas para a construgcdo de oligonucleotideos iniciadores especificos (primers)
usando a ferramenta primer3 (Rozen & Skaletsky, 2000). Os primers foram
projetados para produzir fragmentos de 180 a 250 pb para as analises de PCR
guantitativo em tempo real. Os primers foram delineados com uma sequencia que

fornecesse uma temperatura de fuséo de todos os primers equivalente a 60 °C.

3.6. ANALISE POR PCR QUANTITATIVA EM TEMPO REAL (RT-gPCR)

A determinacdo da expressao relativa de cada um dos genes foi realizada
pela técnica de PCR quantitativa em tempo real (RT-qPCR). As reacdes foram
realizadas em aparelho Step One Plus (Applied Biosystem). As condi¢cdes de reacéo
seguiram 0s seguintes parametros: uma etapa de desnaturacao inicial de 5 min a 94
°C, seguida por 40 ciclos de 10 s a 94 °C, 15sa 60 °C, e 15 s a 72 °C. Apés a
amplificacdo, as amostras foram mantidas por 2 min a 40 °C para reanelamento e
entdo aquecidas de 55 até 99 °C com uma taxa de incremento de 0.4 °C/s para
aquisicdo de dados e obtencdo da curva de desnaturacdo. As reacOes foram feitas
em um volume final de 20 ul contendo 10 pl do produto do produto da transcricdo
reversa (diluida 100 vezes em agua estéril), 2 ul de tampdo PCR 10x (Invitrogen),
1.2 ul de MgCl; 50 mM, 0.4 ul de dNTPs 5 mM, 0.2 ul de cada par de primers
especificos 10 uM, 3.95 ul de agua ultra pura, 2.0 ul de SYBR green (1:100,000,
Molecular Probes), e 0.05 ul de Platinum Tag DNA polimerase (5 U/ul, Invitrogen).
Pares de primers que amplificam genes constitutivos como o fator de alongacéo
(Ef1; cédigo de acesso no GenBank: AJ252135); Ubiquitina (Ubi; codigo de acesso
no GenBank: AK103230) e actina 1 (ACT; cédigo de acesso no GenBank:
NC_008396) foram usados como controle interno para normalizar a quantidade de

MRNA presente em cada amostra. Todos os resultados foram expressos através de
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guantificacdo relativa a um conjunto desses genes constitutivos, utilizando-se a
metodologia 2**“! descrita por Livak & Schmittgen (2001). Os experimentos foram
realizados em quadruplicatas técnicas (Livak & Schmittgen, 2001).

3.7 ANALISE DA EXPRESSAO DOS GENES E2F DE ARROZ E DE GENES
ENVOLVIDOS EM TRES MECANISMOS CELULARES.

As reacdes de RT-gPCR foram realizadas utilizando-se primers especificos
para todos os genes da familia génica E2F identificados em arroz e mais dois dos
trés genes identificados para proteinas DP. As sequéncias dos primers utilizados em
todos os experimentos estdo descritas no anexo 1.

Além disso, foram projetados primers para amplificar os genes envolvidos
em trés diferentes processos celulares: reparo de DNA, ciclo celular e apoptose. O
gene UVR3 é uma fotoliase, RAD1 esta envolvido no sistema de reparo por excisdo
de nucleotideos, enquanto o gene Uracil DNA glicosilase (UGLY) responde ao
reparo por excisdo de base (anexo 1). Para os genes envolvidos no ciclo celular,
foram selecionados CYCB1_1 e CDKB2, que estédo relacionados com a passagem
da fase G2 para M (Lee et al., 2003; La et al., 2006), os genes para CYC D4 e
CYCDS6, que sao ciclinas especificas da fase G1 do ciclo celular(La et al., 2006), e 0
gene da Histona H4 (Reichheld et al., 1998). Os genes marcadores de morte celular
programada sdo BAG (BAG-domain protein 1 / regulator of cell death - NCBI) e

MXK3 (cell death 2 C-terminal domain-containing protein — Phytozome).
3.8 BUSCA DE SEQUENCIAS DE E2F

A busca dos genes pertencentes a familia génica E2F foi realizada utilizando
o0 bancos de dados Phytozome (Goodstein et al., 2012) que disponibiliza
publicamente o genoma completo de diversas espécies de plantas e algas
(disponivel em: http://www.phytozome.net/).

As sequéncias homologas a E2F presentes nos genomas disponiveis foram
obtidas através da ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool),
utilizando como isca (query) sequéncias E2F descritas para Arabidopsis thaliana

(Mariconti et al.,, 2002) e Oryza sativa (Rauber, 2009). Nas sequéncias que
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retornaram como respostas da busca avaliou-se o “valor de "e” (valor determinado
por um algoritmo que informa a probabilidade desde alinhamento ser aleatorio), e o
ponto de corte estabelecido foi 1.0e®. A presenca dos dominios protéicos
caracteristicos dos E2F/DEL/DP, verificado atraves da ferramenta PFAM
(Sonnhammer et al., 1997; Punta et al., 2012), foi utilizado como critério de selecao
para inclusdo da sequéncia na analise. Os dominios utilizadas nessa selecao foram:
i) a presengca de um “E2F/DP family winged-helix DNA-binding domain” ao longo da
proteina (para proteinas E2F tipicas); ii) a presenca de dois “E2F/DP family winged-
helix DNA-binding domain” (para proteinas DEL) e, iii) a presenca de um “E2F/DP
family winged-helix DNA-binding domain” e um dominio “Transcription factor DP”
(para proteinas DP). ApGs a confirmacdo dessas caracteristicas em cada grupo de
proteinas, realizou-se a coleta dos seguintes dados: informacdo da sequéncia
(nimero de acesso); obtencdo das sequéncias codificadoras (CDS) e das
sequéncias protéicas correspondentes. Todas essas informacfes foram inseridas
em um banco de dados, que encontra-se disponivel no anexo 2.

As sequencias foram sendo nomeadas apOs a confirmacdo da existéncia
dos dominios citados acima. Cada proteina encontrada no banco do JGI
(Phytozome) era nomeada pelo nome da proteina e uma letra. Esta letra apenas
representa a ordem em que essa proteina foi encontrada, sendo a proteina E2FA,
portanto, a primeira a ser encontrada, a segunda a ser encontrada foi denominada
E2FB, e assim por diante. A Unica espécie que possuia nomes proprios no banco do
JGI é da planta modelo Arabidopsis thaliana, sendo o nome fornecido pelo banco e
confirmado na literatura. No banco do NCBI todas as proteinas ja possuiam o devido
namero e estes também foram caracterizados por Peng et al em artigo publicado em
2010.

3.9 ANALISES FILOGENETICAS

As sequéncias obtidas através das buscas foram utilizadas para a
reconstrucao filogenética de dessas proteinas. Para isso, as sequéncias protéicas
foram alinhadas utilizando o programa MUSCLE (Edgar, 2004) implementado no
MEGA 5.0 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (Tamura et al.,, 2011). O

alinhamento foi codificado manualmente para eliminar regiées ambiguas.
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As analises filogenéticas foram realizadas apdés o alinhamento das
sequéncias protéicas usando o método de andlise bayesiana. Essa analise foi
realizada utilizando-se o programa MrBayes 3.1.2 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003).
O algoritimo de Monte Carlo via Cadeia de Markov (MCMC) foi iniciado a partir de
uma arvore aleatéria e processado por 5.000.000 de geracbes em duas corridas
independentes. Amostras de cada 100 geracdes foram coletadas, sendo que 25%
das amostras iniciais (burn in) coletadas foram descartadas e as remanescentes
foram utilizadas para determinar as distribuicbes dos valores de probabilidade
posterior. O modelo utilizado nessa andlise foi o0 modelo misto de substituicdo de
aminoacidos. A convergéncia das duas corridas foi acessada checando a média do
desvio padrdo das frequéncias (split frequencies) menores que 0,01. Nos casos
onde a média estava acima deste valor, foi adicionado mais 5.000.000 de geracdes
a corrida e assim sucessivamente até alcancar o valor abaixo de 0,01.

As quatro analises rodadas foram nomeadas como A, B, C e D.

3.9.1 Andlise A

A analise denominada letra A esta representada na figura 17. Para esta
analise foram utilizados os dominios de ligacdo ao DNA completos para todas as
proteinas encontradas neste estudo. Para as proteinas DEL, que possuem dois
dominios de ligacdo ao DNA, o dominio que estava presente no comec¢o da proteina
foi denominado DBDA enquanto o segundo dominio de ligacgdo ao DNA foi
denominado DBDB. Para esta analise foram utilizadas as sequencias pertencentes a
plantas e algas presentes no banco Phytozome. Um total de 226 sequencias foram

utilizadas, perfazendo 106 caracteres.

3.9.2 Andlise B

Esta analise contou com a sequencia protéica de 109 proteinas E2F de
plantas, algas, metazoarios, amebas e coanoflagelados. A arvore consenso gerada
por esta andlise esta representada na figura 18. As sequencias alinhadas tiveram
regides néo informativas eliminadas manualmente, restando um conjunto de 252

aminoacidos para a andlise.
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3.9.3 Andlise C

Para a construcdo da arvore consenso contendo as proteinas DEL (figura
19) foram utilizadas todas as proteinas DEL encontradas na busca em plantas,
algas, metazoarios, amebas e coanoflagelados, somando 54 sequencias. O
alinhamento foi corrigido manualmente e regides néo informativas foram excluidas,

restando ainda 298 aminoécidos em cada proteina para a analise.

3.9.4 Anédlise D

Esta analise contou com 67 sequencias encontradas para as proteinas DP
em plantas, algas, metazoarios, amebas e coanoflagelados. Ao longo do
alinhamento foram eliminadas regifes néo informativas e sobraram 265 caracteres a
serem analisados. A arvore consenso gerada por esta analise esta representada na

figura 20.
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4 RESULTADOS

4.1 ESTRESSE POR LUZ UV-B

Para verificar como a familia génica E2F responde a possiveis danos no
DNA, dois experimentos com luz UV-B foram conduzidos. Através da analise do
padrdo de expressao de genes envolvidos em mecanismos celulares como o ciclo
celular, a morte celular programada e o dano ao DNA, buscou-se distinguir a
resposta desses fatores transcricionais a um dano genotoxico.

Na figura 2 estdo quantificadas as expressoes relativas de dois genes de
reparo. Este experimento sem aclimatacéo foi constituido de trés tempos de coleta
das amostras biolégicas: logo apos o estresse de 4 horas de luz UV-B (0h), 6 horas
apés o estresse (6h) e 24 horas ap0s o estresse (24h). E possivel observar que os
genes UVR-3 e RAD-1, envolvidos na rota de reparo, possuem expressao relativa
diminuida nos tempos 6h e Oh respectivamente, indicando uma represséo na rota. O
mesmo acontece com os genes BAG e MXK3, relacionados com a rota de apoptose,
(figura 3). Apesar destes resultados de repressao génica divergirem do esperado
devido ao dano genotéxico, os quatro genes E2F tipicos foram analisados. As
figuras 4 e 5 mostram que todos os genes E2F tipicos também possuem expressao

reduzida ou equivalente a amostra controle.
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Figura 2. Analises por RT-gPCR do nivel de expressao de um gene de fotoliase

(UVR3)(A) e de um gene envolvido com a via de reparo de DNA por exciséo de

nucleotideos (RAD1)(B) em resposta ao estresse com luz UV-B. As analises

foram realizadas em plantas submetidas a luz ultravioleta por um periodo de 4 horas

e coletadas 0, 6 e 24 horas apés o estresse. O nivel de expressao foi normalizado

em relacdo ao nivel de expressdo dos genes Act, Efl e Ubi. * : p<0,05 no teste-t de
Student.
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Figura 3. Andlises por RT-gPCR do nivel de expressdo de dois genes

envolvidos com a morte celular programada: BAG (A) e MXK3 (B), em resposta

ao estresse com luz UV-B. As andlises foram realizadas em plantas submetidas a

luz ultravioleta por um periodo de 4 horas e coletadas 0, 6 e 24 horas apés o

estresse. O nivel de expresséo foi normalizado em relacdo ao nivel de expressao

dos genes Act, Efl e Ubi. * : p<0,05 no teste-t de Student.
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Figura 4. Analises por RT-gPCR do nivel de expressdo dos membros tipicos da
familia de fatores transcricionais de E2F: E2F 04611 (A) e E2F 05530 (B), em
resposta ao estresse com luz UV-B. As analises foram realizadas em plantas
submetidas a luz ultravioleta por um periodo de 4 horas e coletadas em 0, 6 e 24
horas apds o estresse. O nivel de expresséao foi normalizado em relacdo ao nivel de

expressao dos genes Act, Efl e Ubi. * : p<0,05 no teste-t de Student.
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Figura 5. Analises por RT-gPCR do nivel de expressdo dos membros tipicos da
familia de fatores transcricionais de E2F: E2F 08436 (A) e E2F 08489(B), em

resposta ao estresse com luz UV-B. As analises foram realizadas em plantas

submetidas a luz ultravioleta por um periodo de 4 horas e coletadas em 0, 6 e 24

horas apds o estresse. O nivel de expresséao foi normalizado em relacdo ao nivel de

expressao dos genes Act, Efl e Ubi. * : p<0,05 no teste-t de Student.
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Tendo em vista os resultados do experimento sem aclimatac&o, um segundo
lote de plantas foi preparado para um experimento, o qual foi projetado para permitir
uma aclimatacdo das plantas ao estresse (ver Material e Métodos). As figuras 6 e 7
mostram os padrdes de expressdo dos genes de reparo em resposta ao tratamento
com radiacdo UV-B neste novo experimento constituido de cinco tempos de coleta:
logo apo6s o estresse com luz UV-B (0Oh), 30 minutos ap6s o estresse (30min), 2
horas apds o estresse (2h), 6 horas apos o estresse (6h) e 24 horas apG0s o estresse
(24h). Os resultados mostram que dois dos trés genes testados, que previamente
foram identificados pela literatura como envolvidos na rota de reparo ao DNA,
apresentaram expressao diferenciada. O gene UV3 possui a expressao relativa
aumentada 30 minutos ap0s o estresse, aumento esse que foi quantificado como
sendo aproximadamente 2,5 vezes maior do que na situacado controle. O mesmo
acontece com o gene RAD1 que possui seus niveis de mRNA aumentados
significativamente em aproximadamente duas vezes no tempo de 30min. O gene da
Uracyl DNA glicosilase respondeu de maneira diferente, com a expressao diminuida
nos tempos Oh e 30min, retornando aos niveis normais’ nos tempos de coleta
seguintes.

O padrao de expressao do gene da CYC B1_1: para os tempos Oh e 30m a
expressao nao foi alterado pelo tratamento e se manteve em niveis iguais aos da
situacdo controle. No entanto, nos tempos de coleta de 2h, 6h e 24h apds o
estresse, este gene apresentou expressao diminuida (Figura 7). Os genes CDKB2 e
H4 (figura 8), tiveram diminuicdo da expressao relativa no tempo Oh, retorno a
patamares normais no tempo 30min. No tempo 2h e 6h ocorre uma nova diminuicao
na quantidade de mRNA retornando a niveis controle no tempo 24h. Os genes CYC
D4 e CYC D6 (figura 9) apresentaram padrdes de expressdo semelhantes, estando

diminuidos nos tempos 2h e 6h e expressao nao diferencial nos outros tempos.

1 , . . , . ~ . ~ . . . . . ~
Para niveis normais entenda-se niveis de expressdo relativa que ndo desviam significativamente da situacdo
controle.
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Figura 6. Analises por RT-gPCR do nivel de expressao de um gene de fotoliase

(UVR3)(A) e um gene envolvido com a via de reparo de DNA por excisao de

nucleotideos (RAD1)(A) em resposta ao estresse com luz UV-B. As analises

foram realizadas em plantas submetidas a luz ultravioleta por dois periodos de 4

horas com intervalo de 20 horas e coletadas em Oh, 30 minutos, 2, 6 e 24 horas

apos o estresse. O nivel de expressdo foi normalizado em relacdo ao nivel de

expressao dos genes Act, Efl e Ubi. * : p<0,05 no teste-t de Student.
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Figura 7. Andlises por RT-qPCR do nivel de expressdo de um gene envolvido

narota de reparo ao DNA por excisdo de bases (UGLY)(A) e um gene envolvido

na progressao do ciclo celular (CYC B1_1)(A) em resposta ao estresse com luz

UV-B. As analises foram realizadas em plantas submetidas a luz ultravioleta por dois

periodos de 4 horas com intervalo de 20 horas e coletadas em 0Oh, 30 minutos, 2, 6 €

24 horas apos o estresse. O nivel de expressao foi normalizado em relagéo ao nivel

de expresséao dos genes Act, Efl e Ubi. * : p<0,05 no teste-t de Student.
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Figura 8. Andlises por RT-gPCR do nivel de expressdo de dois genes
envolvidos na progresséao do ciclo celular: CDKB2 (A) e H4 (B), em resposta ao
estresse com luz UV-B. As analises foram realizadas em plantas submetidas a luz
ultravioleta por dois periodos de 4 horas com intervalo de 20 horas e coletadas em
Oh, 30 minutos, 2, 6 e 24 horas apdés o estresse. O nivel de expressdo foi
normalizado em relacdo ao nivel de expressdo dos genes Act, Efl e Ubi. * : p<0,05

no teste-t de Student.
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Figura 9. Andlises por RT-gPCR do nivel de expressdo de dois genes

envolvidos na progressao do ciclo celular: CYC D4 (A) e CYC D6 (B), em

resposta ao estresse com luz UV-B. As analises foram realizadas em plantas

submetidas a luz ultravioleta por dois periodos de 4 horas com intervalo de 20 horas

e coletadas em 0h, 30 minutos, 2, 6 e 24 horas ap0s o estresse. O nivel de

expressao foi normalizado em relagdo ao nivel de expressdo dos genes Act, Efl e
Ubi. * : p<0,05 no teste-t de Student.
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Para os genes BAG e MXK3, envolvidos na rota metabdlica da apoptose
(figura 10), houve uma repressdo ao longo de todos os tempos de tratamento,
exceto no tempo 30min para o gene BAG, no qual os niveis ficaram iguais aos das
plantas n&o tratadas.

E2F 08436 e E2F 08489 apresentaram cinética de resposta muito
semelhante, com niveis de expressao similares ao controle nos tempos Oh e 30min e
repressdo nos tempos seguintes (Figura 11). O gene E2F 04611 possui uma
resposta diferenciada, tendo niveis de expressao normais nos tempos Oh, 30min, 2h
e 24h e um aumento significativo de aproximadamente 4 vezes no tempo de coleta
de 6h (Figura 12). O Gene E2F 05530 teve sua expressdo aumentada no tempo
30min em aproximadamente 3 vezes, enquanto nos tempos 2h e 24h seus niveis de
expressao retornaram aos da situagao controle (figura 12).

Para os genes de DEL, foram obtidos dois padrdes de resposta. O gene DEL
05745 teve sua expressdo aumentada nos 4 primeiros tempos de coleta, voltando a
patamares normais no tempo 24h. Seu aumento de expressao variou de 2 (tempo
2h) a 4 vezes (tempo 6h). Para o gene E2F 06082, o aumento de expressao ocorreu
apenas no tempo 30min. Nos tempos Oh e 6h a expressdo foi reduzida,
permanecendo nos mesmos niveis dos controles nos outros tempos de tratamento
(figura 13).

Os genes correspondentes a proteinas DP testados apresentaram
resultados semelhantes (figura 14). Ambos (DP 06098 e DP 02619) tiveram
expressao reduzida nos tempos 2h e 6h, enquanto nos outros tempos 0s niveis de

transcritos retornaram aos niveis do controle.
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Figura 10. Analises por RT-gPCR do nivel de expressdo de dois genes

envolvidos com a morte celular programada (PCD): BAG (A) e MXK3 (B), em

resposta ao estresse com luz UV-B. As analises foram realizadas em plantas

submetidas a luz ultravioleta por dois periodos de 4 horas com intervalo de 20 horas

e coletadas em 0h, 30 minutos, 2, 6 e 24 horas ap0s o estresse. O nivel de

expressao foi normalizado em relagdo ao nivel de expressdo dos genes Act, Efl e
Ubi. * : p<0,05 no teste-t de Student.
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Figura 11. Andlises por RT-gPCR do nivel de expressdo dos membros tipicos
da familia de fatores transcricionais de E2F: E2F 08436 (A) e E2F 08489 (A), em

resposta ao estresse com luz UV-B. As analises foram realizadas em plantas

submetidas a luz ultravioleta por dois periodos de 4 horas com intervalo de 20 horas

e coletadas em 0h, 30 minutos, 2, 6 e 24 horas apdés o estresse. O nivel de

expressao foi normalizado em relacdo ao nivel de expressdo dos genes Act, Efl e

Ubi. *

: p<0,05 no teste-t de Student.
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Figura 12. Andlises por RT-gPCR do nivel de expressdo dos membros tipicos
da familia de fatores transcricionais de E2F: E2F 04611 (A) e E2F 05530 (B), em

resposta ao estresse com luz UV-B. As analises foram realizadas em plantas

submetidas a luz ultravioleta por dois periodos de 4 horas com intervalo de 20 horas

e coletadas em 0Oh, 30 minutos, 2, 6 e 24 horas ap6s o estresse. O nivel de

expressao foi normalizado em relacdo ao nivel de expressdo dos genes Act, Efl e
Ubi. * : p<0,05 no teste-t de Student.
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Figura 13. Analises por RT-gPCR do nivel de expressdo dos membros atipicos
da familia de fatores transcricionais de E2F: DEL 06082 (A) e DEL 05745 (B), em

resposta ao estresse com luz UV-B. As analises foram realizadas em plantas

submetidas a luz ultravioleta por dois periodos de 4 horas com intervalo de 20 horas

e coletadas em 0h, 30 minutos, 2, 6 e 24 horas ap0s o estresse. O nivel de

expressao foi normalizado em relacdo ao nivel de expressdo dos genes Act, Efl e
Ubi. * : p<0,05 no teste-t de Student
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Figura 14. Analises por RT-gPCR do nivel de expresséo de dois membros da
familia DP: DP 06098 (A) e DP 02619 (B), em resposta ao estresse com luz UV-

B. As analises foram realizadas em plantas submetidas a luz ultravioleta por dois

periodos de 4 horas com intervalo de 20 horas e coletadas em 0Oh, 30 minutos, 2, 6 €

24 horas apos o estresse. O nivel de expressao foi normalizado em relagéo ao nivel

de expresséao dos genes Act, Efl e Ubi. * : p<0,05 no teste-t de Student-.
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4.2 ANALISES FILOGENETICAS

As buscas por sequencias E2F/DEL/DP permitiram a identificagdo de 246
sequéncias presentes em diferentes espécies que englobam desde amebas,
coanoflagelados, algas, metazoéarios e plantas. Sdo 23 plantas e 2 algas que
estavam disponiveis nos bancos do phytozome, além de 1 alga, 1 ameba 1
coanoflagelado e 6 metazoarios (representativos deste grupo) presentes no banco
do NCBI. Todos estes dados estédo presentes no anexo 1.

A arvore filogenética mostrada na figura 15 apresenta dois principais grupos,
ambos com probabilidade posterior de 0.99. O primeiro grupo € formado por
sequéncias de proteinas E2F/DEL enquanto o segundo reune sequéncias de
proteinas DP, mostrando uma clara separacdo da familia de proteinas DP em
relacdo aos membros da familia de proteinas E2F/DEL. Dentro do grupo E2F/DEL,
verificou-se a separacdo dessas proteinas em dois subgrupos, um contendo
sequéncias E2F e o outro contendo sequéncias DEL, com probabilidade posterior de
0.75 e 0.74, respectivamente. As proteinas DEL foram divididas em dois grupos
distintos, um identificado como DEL DBDA, contendo apenas as sequéncias
presentes no primeiro dominio de ligacdo ao DNA das proteinas DEL e outro como
DEL DBDB, por conter apenas sequéncias do segundo dominio de ligacdo ao DNA
das proteinas DEL. A fim de entender melhor as relagdes evolutivas dentro dessas
classes de proteinas de ligacdo ao DNA (E2F, DEL e DP), sequéncias protéicas de
E2F, DEL e DP de diferentes espécies foram utilizadas para a reconstrucéo
filogenética dentro de cada uma delas separadamente (Figuras 16, 17 e 18).

A figura 16 mostra a arvore consenso gerada para as proteinas E2F de
animais, algas e plantas. Observou-se a formacédo de trés clados distintos e bem
suportados pela probabilidade posterior (100%). O primeiro agrupa as proteinas E2F
de animais, o segundo contém as sequéncias de algas e o terceiro reune as
sequéncias de plantas. Este ultimo foi dividido em dois grupos distintos (Figura 16),
um com proteinas mais semelhantes a sequéncia E2FC de Arabidopsis thaliana e
outro com proteinas semelhantes as outras duas sequéncias de E2Fs de
Arabidopsis. Ambos 0s grupos contém tanto sequéncias de eudicotiledéneas como
de monocotiledéneas, mostrando que eventos de duplicagédo dentro dessa classe de

proteinas ocorreram cedo na divisdo entre esses dois grupos taxonémicos. No grupo
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gue reune as proteinas ndo semelhante a E2FC observou-se que as sequéncias de
monocotileddneas agruparam com as sequéncias de Physcomitrella patens e
Selaginella moellendorffii, enquanto as sequéncias de eudicotiledoneas formaram

um grupo separado.

DEL DBDB

0,74

E2F/DEL
\ DEL DBDA
0,99 .
0,75

E2F

0,99
DP

30.0

Figura 15. Andlise filogenética A: construida por inferéncia bayesiana das
sequéncia protéicas dos dominios de ligacdo ao DNA E2F/DP de algas e
plantas. A andlise foi realizada no programa mrBayes utilizando-se 10 milhées de
geracoes. As probabilidades posteriores estéo indicadas acima dos ramos. O circulo
preto representa o clado formado por proteinas E2F e DEL de plantas. Os quatro
clados principais foram colapsados para permitir uma melhor visdo da topologia.
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A éarvore filogenética construida com sequéncias DEL de animais e plantas é
mostrada na Figura 17. Essa analise foi realizada somente com sequéncias DEL de
animais e plantas, pois ndo foram encontradas proteinas DEL em algas com
genomas disponiveis. Em plantas a espécie Physcomitrella patens foi o organismo
mais basal apresentando estas proteinas. Nessa andlise observou-se a formacao de
dois clados principais, um contendo proteinas DEL de plantas e outro de animais.
Dentro do clado das plantas, verificou-se a separacdo das sequéncias DEL
pertencentes as espécies de mococotiledéneas e eudicotiledéneas daquelas de
Physcomitrella patens. As Sequéncias DEL de espécies de mococotiledéneas
agruparam separadamente das eudicocotileddneas, mostrando que essas proteinas
divergiram antes da separacao desses dois grupos taxonémicos (Figura 17).

Na familia génica das proteinas DP, obteve-se um padrao semelhante ao
encontrado para as proteinas E2F. Observou-se a formacdo de um grupo contendo
sequéncias DP de animais, outro grupo reunindo sequéncias de algas, e um com
sequéncias de plantas. Dentro do clado que reune mono e eudicotiledoneas,
observa-se que sequéncias de monocotiledoneas agruparam separadamente das
dicotiledbneas (figura 18), exceto algumas sequencias (BdiDPC, BdiDPE, PpeDPB,
OsaDPC e SitDPC), as quais agruparam junto com as sequéncias das espécies de

eudicotiledéneas (figura 18).
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Figura 16. Arvore filogenética B: construida por inferéncia bayesiana utilizando-se

sequéncias E2F de algas, plantas e animais. A andlise foi realizada no programa
MrBayes utilizando-se 30 milhdes de geracdes. Os valores de probabilidade posterior estéo
acima dos ramos. Caixas vermelhas: provaveis duplicagdes recentes.
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Figura 17. Arvore filogenética C: construida por inferéncia bayesiana
utilizando-se sequéncias DEL de plantas e animais. A analise foi realizada no
programa MrBayes utilizando-se 10 milhdes de geracdes. Os valores de
probabilidade posterior estdo acima dos ramos. Caixas vermelhas: provaveis
duplicacdes recentes.
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utilizando-se sequéncias DP de algas, plantas e algumas espécies de animais.
A analise foi realizada no programa MrBayes utilizando-se 20 milhdes de geracoes.

Os valores de probabilidade posterior estdo acima dos ramos. Dentro das caixas
vermelhas estdo indicadas as provaveis duplicagdes recentes e dentro das caixas
verdes estd o grupo de monocotileddneas que se agrupou junto as sequéncias de

dicotiledbneas.



5 DISCUSSAO

Os fatores transcricionais E2F sédo importantes reguladores de diversos
processos bioldgicos e vém sendo extensivamente estudados. Esta familia génica
esta presente desde o0s eucariotos mais simples até o0s organismos mais
complexos, como plantas e vertebrados. Porém, para algumas vias regulatérias
exercidas por estas proteinas ainda existe uma falta de conhecimento. O
envolvimento dos E2F com a resposta ao dano de DNA é uma descoberta
relativamente recente e ainda pouco se sabe a respeito dela para as plantas.

Na tentativa de aumentar o conhecimento esta familia génica
Vandepoele, et al identificaram os genes-alvo de E2F de Arabidopsis em uma
escala genbmica comparando o transcriptoma de plantas selvagem e plantas
expressando ectopicamente os genes E2Fa-DPa usando microarranjos contendo
22.750 genes anotados do genoma Arabidopsis thaliana. Entre os genes
diferencialmente expressos, 0s autores buscaram na sequencia um sitio de
ligacdo a E2F e possiveis ortdlogos em arroz. Nesse estudo foram encontrados
70 genes com estas caracteristicas. Dentre os genes identificados para a funcéo
de reparo ao dano de DNA se destacam 4 sequencias contendo expressao
aumentada e presentes em ambos o0s organismos. Sdo eles: Uracil DNA
glycosilase, com aumento de expressao relativa aproximado de 17 vezes, MSH6-
1, uma proteina de reparo de pareamentos imperfeitos, com expressao
aumentada de aproximadamente 16 vezes, uma proteina semelhante a RAD-1
com um aumento de 10 vezes e uma 6-4 fotoliase (UVR3) com aumento de quase
7 vezes (Vandepoele et al., 2005). Estes quatro genes foram os escolhidos como
marcadores de ativacdo da rota de reparo ao DNA para os experimentos com UV-
B que foram realizados no presente trabalho. A hipotese de trabalho foi que se
algum destes genes apresentasse expressdo aumentada seria um indicativo de
gue algum mecanismo de reparo estaria sendo ativado, o que tornaria possivel
verificar o envolvimento dos genes E2F nessa resposta.

A fim de descartar que a ativacdo dos genes E2F fosse consequencia de
outra funcdo que esta familia protéica possua, foram testados genes que
sabidamente estdo envolvidos com a progressao de ciclo celular e morte celular

programada (PCD). Os genes testados foram: CycBl1 1 e CDKB2, relacionados

51



com a passagem da fase G2 para M do ciclo celular (Lee et al., 2003; La et al.,
2006),0s genes CYC D4 e CYCD6, que sao ciclinas especificas da fase G1 do
ciclo celular(La et al., 2006) e os genes MXK3 (Phytozome) e BAG (NCBI)
envolvidos na morte celular programada .

Os resultados obtidos no experimento sem aclimatacdo para o0s
marcadores de dano de DNA UVR3 e RAD1 demonstraram que, a principio, neste
desenho experimental, o estresse ndo produziu o efeito esperado. Apos o
experimento as plantas estressadas foram mantidas em casa de vegetacao para
observacdo de seus fen6tipos. Logo nos primeiros dias observou-se uma leve
clorose e necrose nas folhas. Apdés 7 dias quase todas as plantas estavam
mortas. Esse efeito sugeriu que o nivel de estresse aplicado foi extremo e que a
planta ndo estaria respondendo ao estresse de maneira eficiente, tendo os genes
sido reprimidos ao invés de ativados. Para tentar elucidar essa divergéncia nos
dados foram testados os genes para morte celular programada e todos os genes
da familia E2F. O que se verificou foi uma repressao de todos os genes em algum
momento do experimento. Isso reforcou a hipotese de que o estresse havia sido
muito forte e que teria levado essas plantas a uma represséo geral da maquinaria
celular com posterior morte.

Em revisao publicada em 2007 Bruce et al descreveram que a exposi¢ao
a um agente primario pode ativar um gene ou grupo de genes. Ao fim deste
estresse ao invés de reverter para um estado de silenciamento transcricional,
uma vez que o estimulo é removido, uma marca epigenética (como a acetilacédo
da histona) pode ficar, mantendo uma regido em um estado permissivo
provavelmente facilitando uma resposta mais rapida e potente a ataques
subsequentes. Eles verificaram que experimentos com diversas plantas, como por
exemplo Arabidopsis thaliana, Nicothiana Tabacum, Vitis vinifera, entre outras,
mostrou que os efeitos de um estresse primario podem durar pelo menos alguns
dias variando de acordo com o estresse e com a planta utilizada (Bruce et al.,
2007).

Para o experimento com aclimatacdo um estresse prévio com 4hrs de luz
UV-B foi realizado a fim de potencializar a resposta e evitar a represséo de todos

0s genes e morte celular. As plantas para este segundo experimento possuiam 7
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semanas pos-germinacdo. Apos o estresse primario elas foram deixadas por 7
dias em condicao controle e entdo o estresse definitivo foi realizado.

Conforme verificado nos resultados, foi observado um aumento na
expressdo de genes envolvidos em mecanismos de reparo, UVR3 e RAD1
indicando assim que este mecanismo estava sendo ativado. Observou-se que
essa resposta foi rapida, estando presente 30 minutos apds a segunda irradiacao.
Os resultados para os genes de progressao do ciclo celular ou de morte celular
programada indicaram um estado de repressdo ou uma quantidade de mRNA
igual as plantas controle. Isto mostra que tanto o ciclo celular quanto a morte
celular programada estéo inativas, em niveis equivalentes as plantas controle, ou
com a rota sendo reprimida. Portanto pode-se afirmar que os dados de indugéo
referentes aos genes E2F sao relacionados com as respostas ao dano no DNA e
com o processo de reparo do dano, e ndo a respostas que 0s genes E2F
tradicionalmente possam estar ligados (como progressao do ciclo celular).

Na avaliacdo da expressdo dos genes E2F no experimento com
aclimatacdo obteve-se uma resposta diferencial especifica para cada gene. Para
0s genes E2F 08436 e E2F08489 houve uma resposta inicial igual a situacéo
controle e 2 horas ap0s o0 estresse uma repressao que se manteve até 24 horas
apos o estresse. Para o gene E2F05530 houve uma ativacdo deste gene 30
minutos apdés o0 estresse e posterior queda a niveis da situacdo controle.
E2F04611 foi o gene que respondeu com aumento de sua expressdo 6 horas
apos o estresse e nos outros tempos estava semelhante aos niveis do controle.

Uma resposta diferente para cada gene da familia transcricional E2F ja
era esperada, visto que na literatura um padrdo semelhante ja fora relatado em
varios trabalhos. Em um deles os autores avaliaram a expressdo da familia de
fatores de transcricdo E2F em linhagens celulares humanas tratadas com
diferentes agentes nocivos ao DNA (doxorrubicina, etoposida, e
neocarzinostatina). Neste experimento E2F1 foi induzido por todas as trés drogas.
Observou-se que a expressao de E2F3a também foi induzida pela doxorrubicina e
etoposida, enquanto que os niveis de proteina E2F3b diminuiu em resposta a
estes medicamentos. A droga radiomimética neocarzinostatina ndo reproduziu 0s

niveis alterados de E2F3a enquanto reduziu a expressdao de E2F3b. Em
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contraste, nenhum dos tratamentos quimioterapicos alterou a expressao de E2F4
e E2F5 (Martinez et al., 2009).

Os DEL de arroz, conforme indicado nos resultados, tiveram aumento
significativo da expresséao nos tempos 0Oh, 30min, 2h e 6h para o gene DEL05745
e no tempo 30min para DEL0O6082. Estes resultados para proteinas repressoras
nao difere do relatado na literatura. Os resultados de um estudo publicado em
2008 indicam que E2F7 e E2F8 (os representantes DEL em humanos) tém um
papel importante na regulacdo da atividade de outros E2F durante a resposta a
danos no DNA. Neste mesmo estudo os autores demonstram que E2F7 e E2F8
existem como um complexo sobre o promotor E2F1, e este tende a ser mediado
através da capacidade de E2F7 e E2F8 para reprimir a transcricdo de E2F1
(Zalmas et al., 2008). Portanto além de competirem diretamente pelas sequencias
promotoras dos genes alvo os E2F podem regular uns aos outros.

Além da expressao dos genes da familia E2F, foi verificado o padréo de
expressdo dos genes da familia DP. Dos trés identificados em arroz soO
conseguimos avaliar o perfil de expressdo de dois deles, estes possuem um
padrao de expressdo muito semelhante aos E2F 08436 e E2F 08489 o que pode
indicar que estes sao seus parceiros de dimerizagao.

Um panorama dos resultados da expresséao obtidas nesse trabalho esta
representado esquematicamente na figura 19. Nesta figura os aumentos de
expressao sao mostrados na cor vermelha, e a reducéo da expressao na cor azul.
As células em branco indicam que n&do houve alteracao significativa neste ponto
de coleta.

Para suprir a falta de conhecimento a respeito da historia evolutiva da
familia génica dos E2F em plantas foi realizado um estudo filogenético com as
sequéncias E2F, DEL e DP obtidas em bancos de dados publicos. Para animais
foi recentemente publicado um trabalho que descreve a historia evolutiva dessa
familia. Estes autores mostraram onde possivelmente ocorreram eventos de
duplicacdo partindo-se de um provavel eucarioto ancestral. Para plantas apenas
duas espécies foram utilizadas em seu estudo, apenas para indicar que esta
familia génica esta também presente em plantas (Cao et al., 2010).

A andlise filogenética realizada com as familias génicas de proteinas DP

e E2F/DEL de plantas mostrou a separacéo desses dois grupos em clados bem
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suportados mostrando que sdo duas familias génicas separadas e corroborando
com o que foi descrito para animais (Cao et al., 2010).
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Figura 19. Expresséo relativa dos genes em funcdo do tempo apos estresse

com luz UV-B sob plantas de arroz. No experimento sem aclimatacdo houve
apenas uma irradiacdo de 4 horas nas plantas. No experimento com aclimatacéo
foram realizadas duas irradiacbes de 4 horas com um intervalo de 20 horas. Neste
tltimo houve também um estresse primario uma semana antes do tratamento final.
Os quadros em azul indicam uma reducdo na expressao relativa, as células em
vermelho um aumento, as células em branco nenhuma mudanga significativa foi
observada e as letras “nt” indicam que a expresséo destes genes néo foram testados
nesta condicdo. Todos os valores em azul ou vermelho foram avaliados

estatisticamente com o teste-t de Student e possuem valor de p < 0,05.



O objetivo inicial da andlise filogenética A (figura 15) foi identificar e
caracterizar as familias génicas E2F/DEL e DP. As proteinas DEL sao formadas
por dois dominios de ligacdo: DBDA (DNA Binding Domain A) e DBDB (DNA
Binding Domain B) (Kosugi & Ohashi, 2002), os quais formaram grupos
separados na andlise filogenética (Figura 15). O grupo identificado como DEL
DBDA € composto apenas por sequéncias que estavam presentes no primeiro
dominio de cada proteina DEL, e o grupo DEL DBDB possui apenas as
sequéncias do segundo dominio das proteinas. Outro dado interessante é que 0s
dois dominios de ligagdo ao DNA presentes nas proteinas DEL sdo mais
semelhantes entre si, formando um grupo distinto bem suportado por um valor
posterior de 0,74, do que o dominio presente nas proteinas E2F, mas ficando em
um grupo separado (figura 15) dos dominios de ligacao das proteinas DP. Esses
resultados e os dados de Cao, Peng, et al sugerem que a proteina ancestral
possa ter sofrido uma duplicacdo de seu dominio de ligagdo ao DNA e que a
partir dai surgiu a familia de proteinas DEL. Uma possibilidade é que uma
proteina E2F seja o ancestral das proteinas DEL devido a caracteristicas
funcionais semelhantes dessas duas proteinas, como por exemplo, a competicado
pelo mesmo sitio de ligacdo ao DNA (Kosugi & Ohashi, 2002), funcdes nas
mesmas rotas bioquimicas (revisado por Lammens, et al, 2009), mas para
confirmar esta hipotese mais estudos filogenéticos e funcionais sdo necessarios.

A andlise do grupo E2F apresentou dois grupos distintos: Os E2F que séo
mais semelhantes com a proteina AtE2FC e o grupo das proteinas semelhantes a
AtE2FA/B (figura 16). Conforme Del Pozo, et al 2002, as proteinas AtE2FC né&o
possuem o dominio de transativacdo, o que faz com que elas atuem como
repressores de ativacdo ao invés de ativadores como os outros dois E2Fs de
Arabidopsis. No mesmo grupo que AtE2FC esta a proteina OsE2FD. Esta
proteina nos estudos de expressao, realizados neste trabalho, ela é identificada
como E2F05530 podendo este também ser um repressor da expressao génica
em conjunto com os DEL de arroz. Os dados de expresséo para 0 experimento
com aclimatacdo dao indicios de que essa hipotese € verdadeira pois no tempo
30 min apOs o0 estresse ela possui um aumento de expressdo e nos tempos
posteriores a esse, 2h, 6h e 24h, dois dos trés E2F ativadores (E2F 08436 e E2F

08489) possuem sua expressao diminuida.
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Na busca realizada por proteinas DEL no banco de dados nota-se a
auséncia destas proteinas nas espécies de algas Chlamydomonas reinhardtii e
Volvox carteri e na licéfita Selaginella moellendorffii. Peng et al 2010 em seu
estudo filogenético, também notou a auséncia destas proteinas em alguns
organismos, porém encontrou esta proteina no protozoario Monosiga brevicollis.
A sugestdo destes autores é de que esta proteina tenha surgido antes da
separacdo de protistas, animais e plantas e especulam que sua presenca nao
seja tdo importante quanto os E2Fs e os DPs presentes em todos os grupos. A
analise filogenética das proteinas DEL mostrou com clareza a separacdo do
grupo de sequéncias de espécies animais daquelas de plantas. As sequéncias de
plantas foram divididas em dois grupos: o primeiro é formado por sequéncias de
espécies de plantas avasculares (musgos) e o segundo por sequéncias de
espécies de plantas vasculares (monocotiledéneas e eudicotileddoneas), sendo
observado a separacdo entre monocotiledbneas e eudicotiieddneas em
subgrupos separados (figura 17).

Na andlise das proteinas DP, representada pela analise D (figura 18)
estdo destacadas em verde as sequencias BdiDPC, BdiDPE, PpeDPB OsaDPC e
SitDPC que pertencem as monocotileddneas. Este grupo esta separado do outro
grupo maior de proteinas de monocotiledéneas e esta inserido junto com as
proteinas pertencentes as eudicotiledoneas. Uma possivel explicacdo é a
ocorréncia de eventos de duplicacdo posterior a divergéncia entre
monocotileddneas e eudicotiledbneas, enquanto a origem das outras sequéncias
provavelmente tenha ocorrido antes, com a emergéncia desses dois grupos
taxondmicos. Para os animais Cao, Peng et al 2010 também caracterizaram
duplicacdes antigas, porém nenhuma duplicacdo recente foi encontrada.

Em alguns grupos taxondmicos observou-se que as sequéncias de um
mesmo organismo ndo se agrupam no mesmo clado, indicando a presenca de
provaveis eventos de duplicacbes mais antigos durante a evolucao.

Diversos eventos de duplicacdo foram observados dentro de cada uma
dessas classes de proteinas, algumas tendo ocorrido mais cedo e outras mais
recentes no decorrer da historia evolutiva dos eucariotos. Alguns exemplos de
duplicacdo recentes podem ser observados nos genomas da soja (Glycine max),

Populus tricocarpa, Manihot esculenta e Zea mays (Figuras 16, 17 e 18). A soja
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possui duplicacdes recentes em seu genoma que ja foram relatadas (Shoemaker
et al., 2006).

Levando em conta os resultados obtidos nos experimentos de estresse
genotoxico, associado aos dados da literatura, um esquema representando o
modelo de atuacao dos fatores transcricionais E2F em plantas sob o estresse de
luz UV-B é proposto na figura 20. Este modelo propde que aos genes alvo dos
E2F, envolvidos com as rotas de progresséo do ciclo celular e apoptose, estejam
ligadas proteinas DEL, para que estas reprimam estes processos. Com 0s
resultados obtidos na filogenia pode-se adicionar mais uma etapa regulatéria
nesta hipétese, onde o E2F 05530, possivel repressor, estaria auxiliando os
genes DEL na tarefa de reprimir os genes envolvidos no ciclo celular e apoptose.
Nos genes alvo envolvidos com o reparo do dano de DNA estaria ligado um gene
E2F especifico, provavelmente E2F 04611, para que esta rota estivesse ativa.

CICLO CELULAR @

ST o Ty PTATIN, AT
UL wt® LU N L ~
REPARO DO DNA

-3

APOPTOSE
Figura 20. Representacdo esquematica do modelo de atuacdo dos genes da
familia E2F em resposta a danos causados pela luz UV-B. Os E2Fs
representados em na cor azul sdo especificos a ciclo e apoptose (E2F 08489 e
E2F 08436) O E2F representado em verde € especifico a reparo ao dano de DNA
(E2F 04611).
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ANEXO I. Codigos de acesso dos genes identificados e primers utilizados para estudos de expressado. Dados provenientes

do banco de dados TIGR (http://rice.plantbiology.msu.edu/). Para alguns genes os primers nao foram desenhados e séo indicados

como “nd”.
Loci E2F /DEL CDS number / name Genomic Protein ‘ PrimerF ‘ PrimerR
LOC_0s04933950 CDS 12004.m08489 / E2F 12004.t03070 12004.m08489 GGTTCGGATGACTCAGGAAC |CCACCTATGGTTGCTTTCGT
LOC 0s12g06200 CDS 12012.m04611 / E2F 12012.t00506 12012.m04611 GGGCGAGTACCACCAGTTC |CACTAATCCAGCAGGCAGC
LOC_0s02g33430 CDS 12002 m8436 / E2F 12002.t02986 12002.m08436 GGTTGGGCAATGTAGCAACT |AATGCTGACATCCCCTTCTG
LOC 0s04902140 CDS 12004.m05530/ E2F 12004.t00111 12004.m05530 CCGGCTACGACTATGGCTAC |TTTTCTAGGCCGTTTGATGC
LOC_0s06g02459 CDS 12006.m06082 / DEL 12006:7583781.7589606 | 12006.m06082 GTACAGCCGCAAGCAGAAGT | ATCGTCAACGTGCTCGAGAG
LOC_0s02g50630 CDS 13102.m05745 / DEL 13102.t04690 13102.m05745 CTGCTGGTGCAAGAAAACAA | TACCACGATTTCCAGGCTTC
LOC_0s03g05760 CDS 12003.m06098 / DP 12003.t00447 12003.m06098 CCTCATGCAACTGTGGAAGT | CAAATCGACGGTATTCATGATC
LOC_0s10g30420 CDS 13110.m02619 / DP 13110.t02375 13110.m02619 GCAGACACGTCCTCATGCTA | GGTTGAGCACTCACCTCCAT
LOC_0s01g48700 CDS 13101.m05054 / DP 13101.t04235 13101.m05054 nd nd
LOC_0s049g57730 CDS 12004.m10658 / UGLY 12004.t05239 12004.m10658 CACGAGAGGTTGCATAGCC GGAATTTTGATCCCCTCTGG
LOC_0s09g24220 CDS12009.m05578 / MSH6-1 12009.t02105 12009.m05578 nd nd
LOC_0s06g04190 CDS 12006.m31828 / RAD1 12006.t00308 12006.m31828 CTCCTGTCGAGATCCGCTAC |TGTATTCCCAGCATGCTCAA
LOC_0s02g10990 CDS 12002.m06397 / UVR3 12002.t00947 12002.m06397 ATCATCTTGCACGCCACTCT | CAGGAGAGCCACATCCAGTT
LOC_0s08g40170 CDS 13108.m04293 /CDKB 2_1 |13108.t03759 13108.m04293 GCTCGTTCACTGTCCCTCTC |CTGCTGAACCTCGGAATCTC
LOC_0s01g59120 CDS 13101.m06279/CYC B1_1 |13101.t05228 13101.m06279 TGCTGCCTCTGCTGTCTATG | AACCCTCAGCTTGCTCTCAG
LOC_0s10g39410 CDS 13110.m03607 / H4 13110.t03178 13110.m03607 GACAACATCCAGGGGATCA GTGCTCGGTGTAGGTGACG
LOC_0s09g29100 CDS 13109.m02880/ CYC D6 13109.t02595 13109.m02880 AGATGGAGGAAACCGATGTG | CGACGTAGGAGAAGGGAGTG
LOC_0s08g37390 CDS 13108.m03935/ CYC D4 13108.t03487 13108.m03935 GCCGTGACTCCATTCTCCTA | GCCTCTGCGATGTCTTCTTC
LOC_0s04g54820 CDS 13104.m05675 / MXK3 13104.t04960 13104.m05675 ATGCCCTGTAGGAAAGCAGA | GAACGTTCTGTCAGCACCAA
LOC_0s09g35630 CDS 13109.m03487 / BAG 13109.t03048 13109.m03487 TGATGAACGAGCTGGTCAAG | GTCCAGCGACTCCACGTACT



http://rice.plantbiology.msu.edu/cgi-bin/ORF_infopage.cgi?orf=13104.m02062
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ANEXO Il. Tabela de genes encontrados nas buscas em bancos de dados de acesso publico. Os genes foram nomeados
pelo tipo de gene (E2F, DEL e DP), logo apés foi incorporada uma letra (A, B, C) que indica a ordem que foram encontrados na
busca, exceto para Arabidopsis thaliana por ser organismo modelo e possuir estas familias caracterizadas funcionalmente. As

ordens e familias estdo em ordem alfabética.

Taxa
termin

Order Family Specie ologies | Gene | Database | Access Length(aa)
Anura Pipidae Xenopus tropicalis Xtr E2F1 NCBI ENSXETT00000046332 381
Anura Pipidae Xenopus tropicalis Xtr E2F3 | NCBI gi|58331835|ref| NP_001011109.1| 427
Anura Pipidae Xenopus tropicalis Xtr E2F4 | NCBI gi| 167560905 |ref|[NP_001107966.1| 374
Anura Pipidae Xenopus tropicalis Xtr E2F5 | NCBI gi| 188528909 |ref|NP_001120880.1| 371
Anura Pipidae Xenopus tropicalis Xtr E2F7 NCBI ENSXETT00000031323 862
Anura Pipidae Xenopus tropicalis Xtr E2F8 NCBI ENSXETG00000004436 694
Anura Pipidae Xenopus tropicalis Xtr DP1 NCBI gi|58332126|ref|[NP_001011211.1]| 411
Anura Pipidae Xenopus tropicalis Xtr DP2 NCBI gi| 166158068 |ref|NP_001107442.1| 374
Brassicales Brassicaceae Arabidopsis lyrata Aly E2FA | JGI Aly489072 457
Brassicales Brassicaceae Arabidopsis lyrata Aly E2FB | JGI Aly482574 486
Brassicales Brassicaceae Arabidopsis lyrata Aly E2FC | JGI Aly314229 415
Brassicales Brassicaceae Arabidopsis lyrata Aly E2FLA | JGI Aly477381 1,378
Brassicales Brassicaceae Arabidopsis lyrata Aly DELA | JGI Aly893401 356
Brassicales Brassicaceae Arabidopsis lyrata Aly DELB | JGI Aly485177 397
Brassicales Brassicaceae Arabidopsis lyrata Aly DELLA | JGI Aly899871 146
Brassicales Brassicaceae Arabidopsis lyrata Aly DPA JGI Aly487025 290
Brassicales Brassicaceae Arabidopsis lyrata Aly DPB JGI Aly487116 389
Brassicales Brassicaceae Arabidopsis thaliana Ath E2FA | JGI AT5G22220.2 469
Brassicales Brassicaceae Arabidopsis thaliana Ath E2FB | JGI AT2G36010.2 514
Brassicales Brassicaceae Arabidopsis thaliana Ath E2FC | JGI AT1G47870.1 396
Brassicales Brassicaceae Arabidopsis thaliana Ath DELA | JGI AT3G01330.1 354
Brassicales Brassicaceae Arabidopsis thaliana Ath DELB | JGI AT5G14960.1 359
Brassicales Brassicaceae Arabidopsis thaliana Ath DELC | JGI AT3G48160.2 403
Brassicales Brassicaceae Arabidopsis thaliana Ath DPA JGI AT5G03415.1 385
Brassicales Brassicaceae Arabidopsis thaliana Ath DPB JGI AT5G02470.1 292




Brassicales Caricaceae Carica papaia Cpa E2FA | JGI evm.model.supercontig_195.40 437
Brassicales Caricaceae Carica papaia Cpa E2FB | JGI evm.model.supercontig_104.59 488
Brassicales Caricaceae Carica papaia Cpa E2FLA | JGI evm.TU.contig_39412.1 188
Brassicales Caricaceae Carica papaia Cpa DELA | JGI evm.model.supercontig_35.34 357
Brassicales Caricaceae Carica papaia Cpa DELB | JGI evm.model.supercontig_14.76 357
Brassicales Caricaceae Carica papaia Cpa DPA JGI evm.model.supercontig_738.1 157
Brassicales Caricaceae Carica papaia Cpa DPLA | JGI evm.model.supercontig_738.2 213
Brassicales Caricaceae Carica papaia Cpa DPB JGI evm.TU.contig_32800.1 314
Choanoflagellate | Choanoflagellate Monosiga brevicollis Mbr E2F1 | NCBI gi| 167523471 |ref|NP_001746072.1| 413
Choanoflagellate | Choanoflagellate Monosiga brevicollis Mbr E2F7 NCBI gi|167517423 |ref|NP_001743052.1| 550
Choanoflagellate | Choanoflagellate Monosiga brevicollis Mbr DP1 NCBI gi| 167516980 |ref|NP_001742831.1| 310
Cucurbitales Cucurbitaceae Cucumis sativus Csa E2FA | JGI Cucsa.263480.1 283
Cucurbitales Cucurbitaceae Cucumis sativus Csa E2FB | JGI Cucsa.185850.1 462
Cucurbitales Cucurbitaceae Cucumis sativus Csa E2FC | JGI Cucsa.083720.1 478
Cucurbitales Cucurbitaceae Cucumis sativus Csa E2FD | JGI Cucsa.159820.1 306
Cucurbitales Cucurbitaceae Cucumis sativus Csa DELA | JGI Cucsa.098190.1 384
Cucurbitales Cucurbitaceae Cucumis sativus Csa DELB | JGI Cucsa.197250.1 318
Cucurbitales Cucurbitaceae Cucumis sativus Csa DPA JGI Cucsa.397930.1 348
Cypriniformes Cyprinidae Danio rerio Dre E2F3 | NCBI gi|220673319|emb|cax13650.1| 429
Cypriniformes Cyprinidae Danio rerio Dre E2F4 | NCBI gi| 47087407 |ref|[NP_998597.1| 393
Cypriniformes Cyprinidae Danio rerio Dre E2F5 | NCBI gi|68533607|gb|aah98598.1| 363
Cypriniformes Cyprinidae Danio rerio Dre E2F6 | NCBI gi| 71892405 |ref|[ NP_001025315.1| 405
Cypriniformes Cyprinidae Danio rerio Dre E2F7 | NCBI gi|169234759|ref|NP_001038612.2| 723
Cypriniformes Cyprinidae Danio rerio Dre E2F8 | NCBI gi| 189521060 |ref|NP_694311.3]| 860
Cypriniformes Cyprinidae Danio rerio Dre DP1 NCBI gi|41152118|ref| NP_957070.1| 386
Cypriniformes Cyprinidae Danio rerio Dre DP2 NCBI gi|38016161 |ref|NP_937851.1| 409
Cypriniformes Cyprinidae Danio rerio Dre DP3 NCBI gi| 189523624 |ref|NP_001918928.1| 409
Dictyosteliida Dictyosteliidae Dictyostelium discoideum Ddi E2F1 | NCBI gi|66810101 |ref| NP_638774.1| 863
Dictyosteliida Dictyosteliidae Dictyostelium discoideum Ddi DP1 NCBI gi| 66818451 |ref| NP_642885.1| 657
Diptera Drosophilidae Drosophila melanogaster Dme E2F1 | NCBI gi|24648770|ref|[NP_524437.2| 805
Diptera Drosophilidae Drosophila melanogaster Dme E2F2 | NCBI gi|17137542 | ref|[NP_477355.1| 370
Diptera Drosophilidae Drosophila melanogaster Dme DP1 NCBI gi|17136994 |ref|NP_477039.1| 445
Fabales Fabaceae Glycine max Gma E2FA | JGI Glymal1g18400.1 296
Fabales Fabaceae Glycine max Gma E2FB | JGI Glyma12g09860.1 450
Fabales Fabaceae Glycine max Gma E2FC | JGI Glymal0g09410.1 466
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Fabales Fabaceae Glycine max Gma E2FD | JGI Glyma02g35850.1 468
Fabales Fabaceae Glycine max Gma E2FE | JGI Glyma06g02740.1 325
Fabales Fabaceae Glycine max Gma E2FF | JGI Glyma04g02720.1 343
Fabales Fabaceae Glycine max Gma E2FLA | JGI Glymal6g19460.1 224
Fabales Fabaceae Glycine max Gma DELA | JGI Glymal7g10130.1 380
Fabales Fabaceae Glycine max Gma DELB | JGI Glyma05g01760.1 403
Fabales Fabaceae Glycine max Gma DELC | JGI Glyma06g19840.1 213
Fabales Fabaceae Glycine max Gma DELLA | JGI Glyma04g34870.1 340
Fabales Fabaceae Glycine max Gma DPA JGI Glymal1g01270.1 337
Fabales Fabaceae Glycine max Gma DPB JGI Glymal12g02050.1 333
Fabales Fabaceae Glycine max Gma DPC JGI Glyma01g43800.1 338
Fabales Fabaceae Glycine max Gma DPD JGI Glymal1g09750.1 335
Fabales Fabaceae Medicago truncatula Mtr E2FA | JGI AC146557_13.1 460
Fabales Fabaceae Medicago truncatula Mtr E2FB | JGI Medtr3g156310.1 390
Fabales Fabaceae Medicago truncatula Mtr E2FLA | JGI Medtr3g005120.1 410
Fabales Fabaceae Medicago truncatula Mtr DELA | JGI Medtr8g124980.1 395
Fabales Fabaceae Medicago truncatula Mtr DPA JGI Medtr4g107190.1 342
Fabales Fabaceae Medicago truncatula Mtr DPB JGI Medtr7g132600 462
Funariales Funariaceae Physcomitrella patens Ppa E2FA | JGI Pp1s38 356V6.1 433
Funariales Funariaceae Physcomitrella patens Ppa E2FB | JGI Ppl1s22_60V6.1 400
Funariales Funariaceae Physcomitrella patens Ppa E2FC | JGI Pp1s97_96V6.1 428
Funariales Funariaceae Physcomitrella patens Ppa E2FD | JGI Ppl1s364_42V6.1 463
Funariales Funariaceae Physcomitrella patens Ppa DELA | JGI Ppl1s172_68V6.1 665
Funariales Funariaceae Physcomitrella patens Ppa DELB | JGI Ppl1s121_120V6.1 677
Funariales Funariaceae Physcomitrella patens Ppa DELC | JGI Pp1s132_65V6.1 672
Funariales Funariaceae Physcomitrella patens Ppa DPA JGI Ppls74_252V6.1 307
Funariales Funariaceae Physcomitrella patens Ppa DPB JGI Pp1s37_43V6.1 304
Funariales Funariaceae Physcomitrella patens Ppa DPC JGI Pp1s219 101V6.1 241
Lamiales Scrophulariaceae Mimulus guttatus Mgu E2FA | JGI mgv1a006165m 454
Lamiales Scrophulariaceae Mimulus guttatus Mgu E2FB | JGI mgv1a026657m 414
Lamiales Scrophulariaceae Mimulus guttatus Mgu E2FC | JGI mgv1a026529m 406
Lamiales Scrophulariaceae Mimulus guttatus Mgu DELA | JGI mgv1a008382m 375
Lamiales Scrophulariaceae Mimulus guttatus Mgu DELB | JGI mgv1a009071m 354
Lamiales Scrophulariaceae Mimulus guttatus Mgu DPA JGI mgv1a008778m 362
Lamiales Scrophulariaceae Mimulus guttatus Mgu DPB JGI mgv1a009628m 336
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Malpighiales Euphorbiaceae Manihot esculenta Mes E2FA | JGI cassava4.1_007247m 460
Malpighiales Euphorbiaceae Manihot esculenta Mes E2FB | JGI cassava4.1_007936m 435
Malpighiales Euphorbiaceae Manihot esculenta Mes E2FC | JGI cassava4.1_030363m 438
Malpighiales Euphorbiaceae Manihot esculenta Mes E2FD | JGI cassava4.1_026018m 356
Malpighiales Euphorbiaceae Manihot esculenta Mes DELA | JGI cassavad.1_008673m 412
Malpighiales Euphorbiaceae Manihot esculenta Mes DELB | JGI cassava4.1_009139m 396
Malpighiales Euphorbiaceae Manihot esculenta Mes DELC | JGI cassava4.1_009539m 385
Malpighiales Euphorbiaceae Manihot esculenta Mes DPA JGI cassava4.1_033513m 269
Malpighiales Euphorbiaceae Manihot esculenta Mes DPLA | JGI cassavad.1_020268m 88

Malpighiales Euphorbiaceae Manihot esculenta Mes DPB JGI cassava4.1_010769m 352
Malpighiales Euphorbiaceae Ricinus comunis Rco E2FA | JGI 30055.m001619 414
Malpighiales Euphorbiaceae Ricinus comunis Rco E2FB | JGI 28324.m000396 451
Malpighiales Euphorbiaceae Ricinus comunis Rco E2FC | JGI 30170.m014171 386
Malpighiales Euphorbiaceae Ricinus comunis Rco DELA | JGI 29822.m003421 328
Malpighiales Euphorbiaceae Ricinus comunis Rco DELB | JGI 30147.m014015 389
Malpighiales Euphorbiaceae Ricinus comunis Rco DPA JGI 30078.m002288 360
Malpighiales Salicaceae Populus trichocarpa Ptr E2FA | JGI POPTR_0009s16350.1 473
Malpighiales Salicaceae Populus trichocarpa Ptr E2FB | JGI POPTR_0004s21100.1 474
Malpighiales Salicaceae Populus trichocarpa Ptr E2FC | JGI POPTR_0006s22150.1 424
Malpighiales Salicaceae Populus trichocarpa Ptr E2FD | JGI POPTR_0016s07310.1 445
Malpighiales Salicaceae Populus trichocarpa Ptr E2FE | JGI POPTR_0005s25930.1 111
Malpighiales Salicaceae Populus trichocarpa Ptr E2FF | JGI POPTR_0002s02500.1 476
Malpighiales Salicaceae Populus trichocarpa Ptr DELA | JGI POPTR_0015s08160.1 384
Malpighiales Salicaceae Populus trichocarpa Ptr DELB | JGI POPTR_0012s07700.1 385
Malpighiales Salicaceae Populus trichocarpa Ptr DPA JGI POPTR_0006s12620.1 299
Malpighiales Salicaceae Populus trichocarpa Ptr DPB JGI POPTR_0016s09640.1 355
Myrtales Myrtaceae Eucalyptus grandis Egr E2FA | JGI Egrandis_v1_0.011384m 471
Myrtales Myrtaceae Eucalyptus grandis Egr E2FB | JGI Egrandis_v1_0.011166m 476
Myrtales Myrtaceae Eucalyptus grandis Egr DELA | JGI Egrandis_v1_0.014805m 401
Myrtales Myrtaceae Eucalyptus grandis Egr DELB | JGI Egrandis_v1_0.015435m 389
Myrtales Myrtaceae Eucalyptus grandis Egr DPA JGI Egrandis_v1l_0.016718m 368
Poales Poaceae Brachypodium distachyon Bdi E2FA | JGI Bradi3g45130.1 466
Poales Poaceae Brachypodium distachyon Bdi E2FLA | JGI Bradi5g09640.1 341
Poales Poaceae Brachypodium distachyon Bdi E2FB | JGI Bradi5g01920.1 392
Poales Poaceae Brachypodium distachyon Bdi E2FC | JGI Bradi4g42050.1 449
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Poales Poaceae Brachypodium distachyon Bdi DELA | JGI Bradilg44520.1 431
Poales Poaceae Brachypodium distachyon Bdi DELB | JGI Bradi3g59740.1 433
Poales Poaceae Brachypodium distachyon Bdi DPA JGI Bradilg74890.1 383
Poales Poaceae Brachypodium distachyon Bdi DPB JGI Bradi3g27520.1 349
Poales Poaceae Brachypodium distachyon Bdi DPC JGI Bradi2g46530.1 194
Poales Poaceae Oryza sativa Osa E2FA | JGI LOC_0s02g33430.1 475
Poales Poaceae Oryza sativa Osa E2FB | JGI LOC_0s04g33950.1 319
Poales Poaceae Oryza sativa Osa E2FC | JaGI LOC_0s12g06200.1 446
Poales Poaceae Oryza sativa Osa E2FD | JGI LOC_0s04g02140.1 494
Poales Poaceae Oryza sativa Osa DELA | JGI LOC_0s02g50630.1 441
Poales Poaceae Oryza sativa Osa DELB | JaGI LOC_0s06g13670.1 425
Poales Poaceae Oryza sativa Osa DPA JGI LOC_0s03g05760.1 379
Poales Poaceae Oryza sativa Osa DPB JGI LOC_0s10g30420.1 346
Poales Poaceae Oryza sativa Osa DPC JGI LOC_0s01g48700.1 294
Poales Poaceae Setaria italica Sit E2FA | JGI Si017108m 469
Poales Poaceae Setaria italica Sit E2FB | JGI Si010044m 462
Poales Poaceae Setaria italica Sit E2FC | JGI Si009650m 599
Poales Poaceae Setaria italica Sit E2FLA | JGI Si011009m 223
Poales Poaceae Setaria italica Sit DELA | JGI Si006412m 451
Poales Poaceae Setaria italica Sit DELB | JGI Si019635m 396
Poales Poaceae Setaria italica Sit DPA JGI Si036124m 384
Poales Poaceae Setaria italica Sit DPB JGI Si036476m 340
Poales Poaceae Setaria italica Sit DPC JGI Si003799m 236
Poales Poaceae Sorghum bicolor Sbi E2FA | JGI Sb08g003670.1 377
Poales Poaceae Sorghum bicolor Sbi E2FB | JGI Sb04g021970.1 423
Poales Poaceae Sorghum bicolor Sbi E2FC | JGI Sb06g000890.1 350
Poales Poaceae Sorghum bicolor Sbi E2FD | JGI Sb06g016190.1 441
Poales Poaceae Sorghum bicolor Sbi DELA | JGI Sb04g028440.1 387
Poales Poaceae Sorghum bicolor Sbi DELB | JGI Sb10g008800.1 436
Poales Poaceae Sorghum bicolor Sbi DPA JGI Sb01g021000.1 340
Poales Poaceae Sorghum bicolor Sbi DPB JGI Sb01g046810.1 392
Poales Poaceae Sorghum bicolor Sbi DPC JGI Sb05g024630.1 334
Poales Poaceae Sorghum bicolor Sbi DPD JGI Sb09g000900.1 293
Poales Poaceae Sorghum bicolor Shi DPE JGI Sb03g031130.1 246
Poales Poaceae Zea mays Zma E2FA | JGI GRMZM2G052515_TO01 446
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Poales Poaceae Zea mays Zma E2FB | JGI AC233850.1_FGT0O05 479
Poales Poaceae Zea mays Zma E2FC | JGI GRMZM2G041701_T01 462
Poales Poaceae Zea mays Zma E2FD | JGI GRMZM2G050590_T01 468
Poales Poaceae Zea mays Zma E2FE | JGI GRMZM2G333591_T01 265
Poales Poaceae Zea mays Zma E2FF JGI GRMZM2G351232_T01 434
Poales Poaceae Zea mays Zma E2FG | JGI AC214168.3_FGT001 346
Poales Poaceae Zea mays Zma DELA | JGI GRMZM2G361659_T01 444
Poales Poaceae Zea mays Zma DELB | JaGI GRMZM2G378665_T01 448
Poales Poaceae Zea mays Zma DELC | JGI GRMZM2G060000_T02 426
Poales Poaceae Zea mays Zma DELLA | JGI GRMZM2G077336_T01 335
Poales Poaceae Zea mays Zma DELLB | JGlI GRMZM2G169709_T01 354
Poales Poaceae Zea mays Zma DPA JGI GRMZM2G063387_T01 387
Poales Poaceae Zea mays Zma DPB JGI GRMZM2G086072_T01 386
Poales Poaceae Zea mays Zma DPC JGI GRMZM2G139024_T01 260
Prasinophyceae Mamiellales Ostreococcus tauri Ota E2F1 | NCBI gi|55978010|gb | AAV68605.1 | 312
Prasinophyceae Mamiellales Ostreococcus tauri Ota DP1 NCBI gi|116060017 |emb|CAL56076.1 | 361
Primates Hominidae Homo sapiens Hsa E2F1 | NCBI gi|12669911 |ref| NP_005216.1| 437
Primates Hominidae Homo sapiens Hsa E2F2 | NCBI gi|4758226|ref| NP_004082.1| 437
Primates Hominidae Homo sapiens Hsa E2F3 | NCBI gi|4503433|ref| NP_001940.1| 465
Primates Hominidae Homo sapiens Hsa E2F4 | NCBI gi|12669915 |ref| NP_001941.2| 413
Primates Hominidae Homo sapiens Hsa E2F5 | NCBI gi|134142811 |ref|NP_001942.2| 346
Primates Hominidae Homo sapiens Hsa E2F6 | NCBI gi|109637795 |ref|NP_937987.2| 281
Primates Hominidae Homo sapiens Hsa E2F7 | NCBI gi| 145580626 |ref|NP_976328.2| 911
Primates Hominidae Homo sapiens Hsa E2F8 | NCBI gi|38505226|ref| NP_078956.2 | 867
Primates Hominidae Homo sapiens Hsa DP1 NCBI gi| 6005900 |ref| NP_009042.1 | 410
Primates Hominidae Homo sapiens Hsa DP2 NCBI gi|5454112 |ref|NP_006277.1| 386
Primates Hominidae Homo sapiens Hsa DP3 NCBI gi| 189409125 |ref|NP_057605.3| 405
Ranunculales Ranunculaceae Aquilegia Coerulea Aco E2FA | JGI AcoGoldSmith_v1.021644m 405
Ranunculales Ranunculaceae Aquilegia Coerulea Aco E2FB | JGI AcoGoldSmith_v1.027212m 472
Ranunculales Ranunculaceae Aquilegia Coerulea Aco DELA | JGI AcoGoldSmith_v1.016387m 384
Ranunculales Ranunculaceae Aquilegia Coerulea Aco DELB | JGI AcoGoldSmith_v1.017550m 367
Ranunculales Ranunculaceae Aquilegia Coerulea Aco DPA JGI AcoGoldSmith_v1.006960m 371
Ranunculales Ranunculaceae Aquilegia Coerulea Aco DPB JGI AcoGoldSmith_v1.006776m 378
Rhabditida Rhabditidae Caenorhabditis elegans Cel E2F1 | NCBI gi|17559226|ref|[NP_507289.1| 342
Rhabditida Rhabditidae Caenorhabditis elegans Cel E2F2 | NCBI gi| 71998283 |ref| NP_496825.3 | 412
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Rhabditida Rhabditidae Caenorhabditis elegans Cel DP1 NCBI gi|17532739|ref| NP_495957.1| 598
Rodentia Muridae Mus musculus Mmu E2F1 NCBI gi|6681243|ref|[NP_031917.1| 430
Rodentia Muridae Mus musculus Mmu E2F2 NCBI gi|29244208 | ref [ NP_808401.1| 443
Rodentia Muridae Mus musculus Mmu E2F3 | NCBI gi|83523736|ref[NP_034223.1| 457
Rodentia Muridae Mus musculus Mmu E2F4 | NCBI gi| 22507329 |ref[ NP_683754.1| 410
Rodentia Muridae Mus musculus Mmu E2F5 NCBI gi|31982405 |ref|NP_031918.2| 335
Rodentia Muridae Mus musculus Mmu E2F6 | NCBI gi|237681138|ref|NP_150373.2| 272
Rodentia Muridae Mus musculus Mmu E2F7 NCBI gi| 40254337 |ref| NP_848724.2| 904
Rodentia Muridae Mus musculus Mmu E2F8 | NCBI gi|67972650|ref| NP_001013386.2 | 860
Rodentia Muridae Mus musculus Mmu DP1 NCBI gi|6678305|ref|NP_033387.1| 410
Rodentia Muridae Mus musculus Mmu DP2 NCBI gi| 182765448 |ref|NP_848782.2| 385
Rodentia Muridae Mus musculus Mmu DP3 NCBI gi| 149260219 |ref|NP_001481321.1| 447
Rosales Rosaceae Prunus persica Ppe E2FA | JGI ppa005262m 470
Rosales Rosaceae Prunus persica Ppe E2FB | JGI ppa014783m 398
Rosales Rosaceae Prunus persica Ppe E2FC | JaGI ppa024272m 402
Rosales Rosaceae Prunus persica Ppe DELA | JGI ppa015063m 358
Rosales Rosaceae Prunus persica Ppe DPA JGI ppa005481m 459
Rosales Rosaceae Prunus persica Ppe DPB JGI ppa021369m 299
Sapindales Rutaceae Citrus clementina Ccl E2FA | JGI clementine0.9_009852m 456
Sapindales Rutaceae Citrus clementina Ccl E2FB | JGI clementine0.9_010950m 427
Sapindales Rutaceae Citrus clementina Ccl E2FC | JGI clementine0.9_008982m 479
Sapindales Rutaceae Citrus clementina Ccl E2FD | JGI clementine0.9_028348m 286
Sapindales Rutaceae Citrus clementina Ccl DELA | JGI clementine0.9_035370m 376
Sapindales Rutaceae Citrus clementina Ccl DPA JGI clementine0.9_014461m 350
Sapindales Rutaceae Citrus sinensis Csi E2FA | JGI orangel.1g012778m 456
Sapindales Rutaceae Citrus sinensis Csi E2FB | JGI orangel.1g015878m 399
Sapindales Rutaceae Citrus sinensis Csi E2FC | JGI orangel.1g015627m 403
Sapindales Rutaceae Citrus sinensis Csi E2FD | JGI orangel.1g042344m 302
Sapindales Rutaceae Citrus sinensis Csi DELA | JGI orangel.1g018790m 350
Sapindales Rutaceae Citrus sinensis Csi DPA JGI orangel.1g018827m 350
Selaginellales Selaginellaceae Selaginella moellendorffii Smo E2FA | JGI Smo0118926 175
Selaginellales Selaginellaceae Selaginella moellendorffii Smo E2FB | JGI Smo136738 352
Selaginellales Selaginellaceae Selaginella moellendorffii Smo DPA JGI Smo80923 276
Vitales Vitaceae Vitis vinifera Vvi E2FA | JGI GSVIVT01033931001 466
Vitales Vitaceae Vitis vinifera Vvi E2FB | JGI GSVIVT01036059001 446
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Vitales Vitaceae Vitis vinifera Vvi E2FC | JGI GSVIVT01009890001 436
Vitales Vitaceae Vitis vinifera Vvi DELA | JGI GSVIVT01007832001 815
Vitales Vitaceae Vitis vinifera Wi DELB | JGI GSVIVT01032583001 372
Vitales Vitaceae Vitis vinifera Wvi DPA JGI GSVIVT01025739001 349
Vitales Vitaceae Vitis vinifera Wvi DPB JGI GSVIVT01034190001 378
Volvocales Chlamydiminadaceae | Chlamydomonas reinhardtii | Cre E2FA | JGI Cre01.g052300.t1.1 513
Volvocales Chlamydiminadaceae | Chlamydomonas reinhardtii | Cre DPA JGI Cre07.g323000.t1.1 646
Volvocales Volvocaceae Volvox carteri Vca E2FA | JGI Vcal27253 468
Volvocales Volvocaceae Volvox carteri Vca DPA JGI Vcal21369 721
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