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RESUMO

As plantas, ao longo de sua existéncia, passaram por um processo
evolutivo que, devido a sua falta de locomocéo e sua dependéncia da luz solar
para a fotossintese, foi diferente para este grupo de organismos. Como
consequéncia, as plantas possuem atualmente, mecanismos de defesa bem
desenvolvidos contra diversos estresses, alguns dos quais afetam direta ou
indiretamente o DNA. Entre os de efeito direto pode-se citar a radiagao ultra
violeta que pode atuar gerando, por exemplo, dimeros de pirimidina; os estresses
que atuam indiretamente produzem Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) que
sdo igualmente genotdxicas. Em resposta aos estresses genotdxicos sao ativadas
diversas rotas bioquimicas complexas que ainda nao estdo bem descritas, tanto
em nivel fisiolégico e bioquimico, quanto em nivel genético e molecular. Dados
recentes estabeleceram uma ligagcao entre a resposta a quebra na fita dupla
(Double Strand Break — DSB) e a ativacdo de genes alvos de E2F. Em
mamiferos, os fatores de transcricdo E2F tém sido muito estudados. Esta familia
génica apresenta similaridades entre plantas e mamiferos, tanto em nivel
estrutural quanto funcional. A familia génica do E2F possui membros que
desempenham fung¢des diversas tais como a progressdao do ciclo celular,
diferenciagdo e apoptose. Neste trabalho foram identificados, em arroz, diversos
genes pertencentes a esta familia. Foram encontrados quatro genes
representantes da classe dos E2F tipicos e mais dois genes representantes dos
E2F atipicos (E2F/DEL), além disso, foram identificados trés genes
correspondentes a genes que codificam a proteina DP, uma proteina que
dimeriza com os E2F tipicos, além de uma sequéncia de proteina do
Retinoblastoma que faz parte da rota de controle de expressao da familia. Além
disso, foi analisado o padrao de expressao génica da familia de E2F em arroz em
resposta a radiacdo com luz UV-B em comparagdo com plantas controle nao-
tratadas. Os resultados indicaram que todos os genes da familia E2F
apresentaram expressao aumentada em resposta a este tipo de estresse
genotoxico, e que esta expresséo esta correlacionada com a indugéo de genes de

reparo nas plantas tratadas.



1 INTRODUCAO

1.1 O ARROZ

O arroz (Oryza sativa) € um dos cereais mais importantes do mundo,
sendo cultivado e consumido em todos os continentes. Devido a sua ampla
producdo e area de cultivo, essa cultura contribui de maneira consideravel tanto
no aspecto econdmico quanto no aspecto social. Segundo dados do FAO (Food
and Agriculture Organization), o arroz, em 2008, teve produgdo mundial de
aproximadamente 690 milhdes de toneladas, sendo que esse numero apresentou
um decréscimo, em 2009, de 1,8% chegando a 668 milhdes de toneladas. Quanto
a area mundial cultivada, aproximadamente 160 milhdes de hectares sao
ocupados para o seu plantio. A EMBRAPA, em 2007, cita que cerca de 75% da
producao em 2005 foi oriunda de arroz irrigado.

Este cereal é a cultura alimentar de maior importancia na maioria dos
paises em desenvolvimento, sendo ele o alimento basico para cerca de 2,4
bilhdes de pessoas possuindo um excelente balango nutricional, fornecendo 20%
da energia e 15% da proteina per capita necessaria a dieta humana. Estima-se
que até 2050 a demanda pelo cereal devera dobrar (EMBRAPA 2009). A média
estimada de consumo anual de arroz em 2007-2008 foi de 57,1 kg por pessoa
(FAO, 2007).

Por ser uma cultura extremamente versatil, que tem facilidade de
adaptacdo a diferentes condicbes de solo e clima, o arroz é considerado a
espécie que apresenta um dos maiores potenciais de combate a fome no mundo.
O Brasil esta entre os dez principais produtores mundiais de arroz, com cerca de
11 milhdées de toneladas para um consumo de 11,7 milhdes de toneladas
(EMBRAPA 2007).

Na agricultura, a produtividade € afetada pelas condi¢des ambientais
adversas que podem provocar grandes perdas. Portanto, o aumento da
produtividade na agricultura e a seguranca alimentar global esta diretamente
relacionada com os estresses ambientais enfrentados pelas culturas
(DHALIWHAL & ARORA, 1999).



O arroz (Oryza sativa) é considerado a planta modelo de estudos entre as
monocotiledéneas, assim como Arabidopsis é considerada a planta modelo para
as dicotiledéneas. E um organismo dipléide com 24 cromossomos e com genoma
de 390 megabases (Mb), o menor entre os cereais. A sintenia do genoma de
arroz com o de outros cereais como milho e trigo, o progresso nos protocolos de
transformacdo mediada por Agrobacterium, a disponibilidade de etiquetas de
genes expressos ou ESTs (do inglés, “Expressed Sequence Tags”) e de mapas
moleculares saturados, fazem do arroz um organismo modelo para estudos
fisiologicos, genéticos e de evolugao dentre as plantas, principalmente em relagao
as monocotiledéneas (GALE & DEVOS, 1998; SHIMAMOTO & KYOZUKA, 2002).
Tendo em vista que o arroz € uma espécie modelo para estudos de gendmica nas
gramineas, fica evidente que o estudo do seu genoma tera um grande impacto na

agricultura do século 21.

1.2 O ESTRESSE POR LUZ ULTRA VIOLETA

As plantas estado sob constante efeito de fatores enddgenos e exdégenos
que afetam a integridade do DNA. Em resposta, sdo ativadas complexas redes de
sinalizagao visando bloquear o efeito provocado por esses estressores. Devido ao
seu carater séssil e a dependéncia da luz solar para a fotossintese, as plantas
estdo frequentemente expostas a diversos agentes que danificam o DNA
(genotoxinas).

Um agente fortemente genotoxico € a luz Ultra Violeta (UV). Essas ondas
de comprimento entre 220 e 400 nm sdo emitidas pela luz solar. Entre as
subdivisdes da luz ultravioleta se encontra a luz UV-B com comprimento de onda
entre 280 e 320 nm, sendo ela o0 componente mais energético da luz solar que
chega a superficie terrestre. Este comprimento de onda interage com o DNA
modificando suas bases ou provocando sua interacdo bloqueando, assim, os
processos no qual o DNA esta envolvido (MPOLOKA, 2008).

Quase toda a radiagédo UV-C danosa e maior parte da radiagdo UV-B é
filtrada pela camada de ozbénio. O aumento dos indices de UV-B atingindo a

superficie terrestre se deve a destruicdo acelerada do escudo de o0zbnio



estratosférico devido a poluicdo do ar por compostos criados pelo ser humano
(MPOLOKA, 2008).

Analises genéticas e bioquimicas recentes tém permitido um avango no
entendimento da percepc¢ao e da sinalizagao deste tipo de estresse. Entretanto,
os componentes de sinalizagdo que sao ativados nas plantas em resposta a
esses estresses sdo ainda pouco conhecidos.

A comparacédo entre os diferentes modelos eucaridticos, e a integragao
entre analises moleculares, bioquimicas e fisioldgicas fornecera uma visdo mais
abrangente de como a sinalizagao das respostas ao dano no DNA evoluiu nas

plantas.

1.3 A FAMILIA GENICA E2F

Em mamiferos, a familia génica que codifica os fatores de transcricdo
E2F tem sido extensivamente estudada. Esta familia possui membros que
desempenham fung¢des diversas tais como a progressdao do ciclo celular,
transicdo G1/S, segregacao e condensagado do cromossomo, replicagcdo do DNA
e reparo, além de diferenciacdo e apoptose. Os genes da familia do fator
transcricional E2F apresentam similaridades entre plantas e mamiferos, tanto em
nivel estrutural quanto funcional (como fortes reguladores do ciclo
celular)(RAMIREZ-PARRA et al, 1999). No contexto das respostas ao dano de
DNA, dados recentes estabeleceram uma ligagao entre a resposta a quebra na
fita dupla (double strand break — DSB) e a ativagao de genes alvos de E2F, mas o
envolvimento de E2F em morte celular programada (programmed cell death —
PCD) em plantas nao € conhecido (BLAIS & DYNLACHT, 2004; INZE, 2005).

A familia génica de fatores de transcricdo E2F € composta por dois tipos
de proteinas: os E2F tipicos e os atipicos. Todos os genes possuem estruturas
bem caracterizadas para a planta modelo Arabidopsis thaliana (MARICONTI et al,
2002). Para os E2F tipicos os dominios bem descritos sdo: um dominio de ligagao
ao DNA responsavel pela interagdo da proteina com os genes alvo, um dominio
de heterodimerizacdo responsavel pela dimerizacdo com a proteina DP
(Dimerization Partner), que sera descrita posteriormente, uma regido descrita

como “marked Box” que € necessaria para interacdo proteina-proteina que



confere especificidade a resposta transcricional, um dominio de transativacao e
um dominio de ligacdo a proteina do Retinoblastoma (RB). As proteinas
referentes aos E2F atipicos, também descritos como proteinas DEL (E2F/DEL)
possuem uma organizacao diferente, com apenas dois dominios de ligacdo ao
DNA descritos (LAMMENS et al, 2009) (figura 1).

As proteinas DP (Dimerization Partner) também possuem um dominio de
ligacdo ao DNA e um dominio de heterodimerizagédo, o que condiz com o possivel
mecanismo de atuagdo deste complexo protéico(figura 1). Segundo este modelo,
as proteinas de E2F tipicos interagem e formam heterodimeros com a proteina
DP, formando assim uma proteina com dois dominios de ligagdo ao DNA. Esta
ligacdo ao DNA promove a ativagédo da transcri¢do. Por outro lado, os E2F/DEL
teriam um efeito antagbnico uma vez que possuem os dois dominios de ligagao
ao DNA e nao possuem os dominios responsaveis pela ativacdo da transcricio.
Como estas proteinas ocupam a mesma sequéncia a qual se liga o heterodimero
E2F-DP blogueiam assim o efeito desse complexo produzindo um efeito repressor
por competicdo pela sequencia consenso de ligacdo destes fatores de
transcricdo. (LAMMENS et al, 2009). Este motivo de ligagdo € bem descrito e bem
conservado entre plantas e outros animais, inclusive o ser humano. A sequéncia
consenso é: (TTTCCCGC) (JAGER et al, 2001).

Além disso, ainda existe outra rota de regulagdo da transcricdo pelas
proteinas da familia E2F. Esta via é controlada pela proteina de 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 transativagéo C-terminal. Esta ligagéo
faz com que se promova 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 kinases 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 foi encontrado na maioria dos
eucariotos, inclusive em plantas superiores, sugerindo que este mecanismo seja
conservado (SHEN, 2002).

Esta familia génica possuir nove membros em Arabidopsis thaliana sendo
trés E2F tipicos, trés E2F atipicos e duas proteinas DP (MARICONTI et al, 2002).



Até o momento para o Nicotiana tabacum foi descrito apenas um membro da
familia E2F sendo descrito como ntE2F (SEKINE et al, 1999) e para trigo foi
descrito um E2F sendo nominado TmE2F além de uma proteina DP (RAMIREZ-
PARRA et al, 1999 — RAMIREZ-PARRA & GUTIERREZ, 2000). Para mamiferos
ja foram caracterizados oito membros da familia génica E2F sendo seis E2F
tipicos e dois E2F atipicos além de duas proteinas DP (DYSON, 1999 — ZALMAS
et al 2008)
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Figura 1 Caracterizacdo dos motivos conservados dos EZ2F tipicos,
proteinas DP e E2F atipicos. Dominios caracterizados para Arabidopsis
thaliana. Figura modificada de SHEN (2005).



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO PRINCIPAL

O objetivo deste trabalho foi identificar e caracterizar a estrutura e a
expressdo dos genes da familia E2F em arroz em resposta a um estresse
genotodxico visando entender as relagdes entre estes fatores de transcrigdo e as

respostas ao dano de DNA em plantas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Identificar genes que codificam fatores de transcricdo da
familia E2F no genoma do arroz através de analises in silico.

2) Confirmar a identidade desses genes através de analises
filogenéticas incluindo genes desta familia presentes em A thaliana

3) Caracterizar o padrao de expressao dos genes da familia E2F
em folhas de arroz em resposta ao tratamento com radiacédo UV.

4) Relacionar o padrao de expressao dos genes E2F e os genes

de reparo ao dano do DNA em arroz em funcéo do tratamento com UV.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANALISES IN SILICO

A busca dos genes pertencentes a familia génica E2F foi realizada
utilizando o bancos de dados TIGR (The Institute of Genomic Research) que
contém o genoma completo do arroz assim como ESTs (expressed sequence
tag).

Utilizando-se da ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
foram obtidas as sequéncias presentes no genoma do arroz utilizando como
“‘query” as sequéncias dos membros desta familia génica descritas para
Arabidopsis thaliana (MARICONTI et al, 2002). Para confirmagdo da existéncia
das provaveis sequéncias de E2F encontradas utilizamos o banco de dados
GRAMENE, além do banco de dados PHYTOZOME.

Para alinhar e confirmar a identidade dos novos genes E2F identificados
em arroz foi utilizado o programa MEGA 4.0 (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis)(TAMURA et al, 2008). As sequéncias obtidas foram alinhadas com as
sequéncias da familia de E2F de A. thaliana com o objetivo de confirmar a
presenca dos dominios existentes nessas proteinas. Além disso, foram
construidas arvores filogenéticas utilizando o método de Neighbour-Joining
também disponivel no programa MEGA 4.0. Nas arvores produzidas foram
utilizadas as codificadoras dos genes utilizando-se dos aminoacidos preditos pelo

programa. Esta arvores foram construidas utilizando-se 1000 replicatas.

3.2 MATERIAL VEGETAL

40 Plantas de arroz (Oryza sativa L. ssp. japonica cv. Nipponbare) foram
usadas neste estudo. As plantas foram crescidas em casa de vegetacdo a
temperatura de 28°C e foto-periodo de 16/8h em potes permanentemente

submersos em bandejas com agua.

3.3 ESTRESSE POR LUZ UV-B
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As plantas de arroz foram submetidas a radiagdo com luz Ultravioleta B
(UV-B) conforme descrito a seguir. 20 Plantas nao-tratadas foram mantidas nas
mesmas condicdes das 20 plantas estressadas a temperatura (28°C) e foto-
periodo (16/8 horas de claro/escuro), porém sem a presencga de luz UV. Foram
realizadas duas aplicacdes de 4 horas de estresse com luz UV-B com intervalo de
20 horas entre os tratamentos. Apds o segundo estresse, foi coletada a parte
aérea de duas plantas e estas formaram uma amostra correspondente a uma das
4 replicatas biologicas que foram utilizadas para cada tempo de coleta. Estes
tempos de coleta foram: 0 hora (logo apdés o segundo estresse), 30 minutos, 2
horas, 6 horas e 24 horas apds o segundo tratamento. As amostras de tecido
vegetal (parte aérea) foram coletadas e imediatamente congeladas em nitrogénio

liquido e estocadas em freezer -80°C até o momento da extragao.

3.4 EXTRAGCAO DE RNA TOTAL

A extracdo do RNA total foi realizada com o reagente TRIZOL (Invitrogen)
seguindo as instrugdes do fabricante. A figura 2 é representativa do perfil de RNA

que foi obtido utilizando esse reagente.

3.5 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) seguindo-se as recomendacgdes
do fabricante, com as seguintes adaptagdées: em um volume final de 20 ulL, foi
utilizado uma quantidade inicial de 2 uL de RNA total de arroz (1ug de RNA total),
1 pL do oligonucleotideo poli-T (1 ug/uL), 1uL de desoxirribonucleotideos (dNTP)
a 10 mM, 8 uL de agua Milliq ultra-pura. Visando desnaturar o RNA, a solugao foi
incubada a 65°C por 5 minutos e imediatamente incubada em gelo por mais 5
minutos. A seguir, 4 uL de tampao 2,5X (First Strand Buffer 2,5X), 2 uL de DTT
0,1 M, 1 uL de HyO, 1 uL de M-MLV Reverse Transcriptase (200 U/uL) foram
adicionados a solugdo. A reagdo foi mantida a 37°C por 2 horas e em seguida
incubada a 70°C por 15 minutos. A qualidade dos cDNAs foi verificada por PCR

usando primers para os genes constitutivos FDH e/ou PiP.
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Figura 2. Extracdo de RNA total da parte aérea de plantas de arroz sob
tratamento de luz UV: Imagem de eletroforese em gel de agarose a 1%
mostrando a presenca do RNA total nas plantas utilizadas por tratamento. Cada
letra corresponde a um conjunto de quadruplicatas bioldgicas seguindo os tempos
de coleta: A controle Oh. B estressadas Oh. C controle 30 min. D estressadas 30

min. E controle 2 h. F estressadas 2h. G controle 6 h. H estressadas 6h.

3.6 DESENHO DE PRIMERS

As sequéncias CDS obtidas e confirmadas de E2F foram utilizadas para a
construcdo de oligonucleotideos iniciadores especificos (primers) para cada
membro da familia génica usando a ferramenta primer3 (ROZEN & SKALETSKY,
2000). Os primers foram desenhados para produzir fragmentos de 180 a 250 pb
para as analises de PCR em tempo real. A temperatura de fusdo de todos os

iniciadores foi ajustada para 60 °C.

3.7. ANALISE POR PCR EM TEMPO REAL QUANTITATIVA (QRT-PCR)

A determinagao da expressao relativa de cada um dos genes da familia

E2F foi realizada pela técnica de PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR).
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As reacdes de gqRT-PCR foram realizadas em aparelho Step One Plus
(Applied Biosystem). As condi¢des de reagado seguiram os seguintes parametros:
uma etapa de desnaturagio inicial de 5 min a 94 °C, seguida por 35 ciclos de 10 s
a94°C,15sa60°C, e 15s a72°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 0.2 °C/s para aquisicdo de dados e obtengdo da
curva de desnaturacdo. As reacgdes foram feitas em um volume final de 20 pl
contendo 10 pl do produto da transcri¢gao reversa (diluida 100 vezes em tampao
Tris-EDTA), 2 ul de tampao PCR 10x (Invitrogen), 1.2 ul de MgCl, 50 mM, 0.4 nl
de dNTPs 5 mM, 0.4 ul de cada par de iniciadores 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 Taq DNA polimerase (5 U/ul, Invitrogen). Pares de primers que
amplificam genes constitutivos como o fator de alongacéao (eF; cddigo de acesso
no GenBank AJ252135); Ubiquitina (Ubi; cdédigo de acesso no GenBank
AK103230) formaldeido-desidrogenase (FDH; codigo de acesso no GenBank
U77637.1) foram usados como controle interno para normalizar a quantidade de
MRNA presente em cada amostra. Todos os resultados foram expressos através
de quantificagéo relativa a um conjunto desses genes constitutivos, utilizando-se
a metodologia 2*“' descrita por LIVAK & SCHMITTGEN (2001). Os experimentos

foram realizados em quadruplicatas técnicas.



4 RESULTADOS

4.1: IDENTIFICACAO E ANALISE FILOGENETICA DOS GENES DA FAMILIA
E2F DE ARROZ

As buscas no genoma do arroz permitiram a identificacdo de seis genes
que codificam fatores de transcricdo da familia E2F, sendo quatro destes
correspondentes a E2F tipicos e dois correspondentes a E2F/DEL (E2F atipicos),
além de trés genes que possivelmente codificam proteinas DP. Além disso, um
gene que codifica a proteina RB foi também identificado. Nas analises seguintes
foi utilizado o numero de acesso da CDS (coding sequences) presente no
genebank. As informagdes a respeito das sequéncias se encontram no ANEXO 1.

Para confirmar a identidade dos genes identificados, foram realizadas
analises filogenéticas utilizando dez sequéncias correspondentes a genes que
codificam fatores de transcricdo da familia E2F da planta A. thaliana, uma
sequéncia correspondente ao unico gene da familia E2F descrita em trigo, além
dos genes encontrados nos bancos de dados de arroz, somando assim um total
de vinte e duas sequéncias. Todas as sequéncias utilizadas eram CDS. A arvore
que esta descrita na figura 3 foi gerada pelo método de distédncia Neighbour-
Joining utilizando 1000 replicatas.

Os resultados mostram que os genes de arroz agruparam com O0s
membros da familia de E2F formando quatro grupos bem definidos (bootstrap de
100). O primeiro grupo foi das proteinas E2F tipicas, o segundo de proteinas E2F
atipicas, um grupo de proteinas DP e outro com proteinas Rb. Além disso,
utilizando a ferramenta de alinhamento do préprio programa, foi verificado uma
similaridade muito grande entre os aminoacidos do primeiro dominio de ligagao
ao DNA presente nas proteinas E2F tipicas e atipicas (figura 4). Também foi
verificada a similaridade de aminoacidos entre o segundo dominio de ligagéo ao
DNA apenas presente em E2F atipicos (figura 5) e a semelhanga entre o dominio

de dimerizagao presente apenas em E2F tipicos (figura 6).
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Figura 3. Cladograma gerado utilizando genes E2F. A arvore filogenética foi
construida utilizando o método de distancia Neighbour-Joining disponivel no
programa MEGA 4.0. Foram utilizadas as sequéncias de A. thaliana, trigo e
arroz.Em vermelho E2F tipicos, em azul E2F atipicos, em verde proteinas DP, em

cinza proteinas RB e em rosa proteinas fosforiladas E2F like.
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Figura 4. Primeiro Dominio de Ligacdo ao DNA (DBD) presente nos E2F
tipicos e nos E2F atipicos — DEL. Sequéncias de aminoacidos predita pelo
programa MEGA utilizando-se o dominio completo. Dominio presente em A.
thaliana caracterizado por MARICONTI et al, 2002). E2F tipicos circundados em
vermelho. E2F/DEL circundadas em verde
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Figura 5. Segundo dominio de ligacdo ao DNA (DBD2) presente apenas nos
E2F atipicos. Sequéncias de aminoacidos predita pelo programa MEGA. Domino
completo demonstrado nesta figura. Este dominio foi caracterizado para A.
thaliana por MARICONTI et al (2002).

0sEZFu0S8436 / EZF
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0sEZFu04611 / EEF
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Figura 6. Dominio de dimerizacdo presente apenas nos EZ2F tipicos.
Sequéncia de aminoacidos predita pelo programa MEGA. Este dominio é
responsavel pela dimerizacdo entre as proteinas E2F tipicas e a proteina DP e
esta demonstrado com seu tamanho integral na figura O dominio para A. thaliana
foi caracterizado por KOSUGI & OHASHI (2002).

4.2 ANALISE DA EXPRESSAO DOS GENES E2F DE ARROZ E DE GENES
ENVOLVIDOS NOS MECANISMOS DE REPARO DO DNA.

Para os experimentos de qRTPCR foram desenhados pares de primers
especificos para cada uma das quatro sequéncias de E2F tipicos, um E2F atipico,
€ um para uma sequéncia de Proteina DP. As sequéncias dos primers utilizados
estdo no anexo 1.

Além disso, foram desenhados primers para genes envolvidos nas vias de
reparo de DNA. Sédo eles UVR-3, RAD-1 e Uracil DNA glicosilase (anexo 1).
Estando os dois primeiros envolvidos no sistema de reparo por excisdo de
nucleotideos e o ultimo no reparo por excisdo de base. Os resultados de
expresséo relativa de todos os genes estudados neste trabalho estdo resumidas
na tabela 1 que mostra quantas vezes o seu valor foi maior em relacao a situacao

controle neste mesmo tempo de coleta.



18

TABELA 1. Aumento da expressao relativa dos genes em funcao do tempo
ap6s o estresse. Os numeros indicam quantas vezes o nivel de expressao esta

aumentado em relagéo ao nivel detectado nas plantas controle,ndo estressadas

Loci E2F / DEL 0 30 min 2h 6h 24h
E2Fm04611 4X 3X 15X 131X 2X
E2Fm05530 5X 11X 10X 17X 2X
E2Fm08436 3X 3X 6X 13X 1X
E2Fm08489 3X 2X 9X 11X 1X
E2Fm06082 - DEL 2X 5X 14X 7X 1X
E2Fm06098 - DP 2X 4X 7X 15X 1X
Loci Genes reparo

UGLY 2X 2X 14X 38X 1X
RAD1 2X 6X 9X 3X 1X
UVR3 5X 7X 5X 9X 1X

As figuras 7 e 8 mostram os padrdes de expressao dos genes de reparo
em resposta ao tratamento com radiacao UV-B. Os resultados obtidos mostram
que os genes envolvidos na rota de reparo ao DNA possuem expressao
diferenciada. O gene UV3 possui a expressao relativa aproximadamente 5 vezes
maior imediatamente apos o término do tratamento (tempo zero), tendo o seu
maior aumento , 9 vezes, 6 horas apods e voltando aos patamares iniciais no
tempo 24h. Semelhante a esse padrao esta o demonstrado pelo gene da Uracil
DNA glycosilase, onde ja no tempo zero a expressao esta o dobro da situagao
controle, tendo seu pico maximo, aproximadamente 38 vezes maior, no tempo 6
horas e voltando ao nivel basal em 24 h. O gene RAD-1 teve um padrdo um
pouco diferente, mas ainda assim com a quantidade dobrada de mRNA no tempo
zero, com um pico em 2 horas de aproximadamente 9 vezes maior, também

voltando ao nivel do controle em 24 horas.
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Figura 7. Analises por qRT-PCR do nivel de expressdo de dois genes
envolvidos com a via de reparo de DNA por excisdo de nucleotideos 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 apds o estresse. O nivel de

expressao foi normalizado em relagédo ao nivel de expressao dos genes fdh e ef
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Figura 8. Anédlises por gRT-PCR do nivel de expressdo de um gene
envolvido na via de reparo de DNA por excisdo de bases 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 apds o estresse. O nivel de

expressao foi normalizado em relagcédo ao nivel de expressao dos genes fdh e ef.

As figuras 9, 10 e 11 mostram os padrbes de expressao da familia génica
dos E2F em arroz. As analises do padrao de expressao desses genes indicaram
um aumento na expressao dos genes de E2F nos diferentes tempos de
tratamento com a luz UV-B. Os genes de EZ2F tipicos tiveram um padrao
semelhante de resposta. O gene denominado E2Fm08489, um E2F tipico, teve
um aumento de aproximadamente trés vezes ja no tempo zero, com pico de
expressao em 6 horas com um valor aproximadamente 11 vezes maior em
relagdo a situacao controle. Essa expressao é reduzida nas plantas tratadas 24
horas apds o tratamento com niveis um pouco menores que a situagao controle.
O gene E2Fm08436 seguiu 0 mesmo padrao tendo sua expressdo aumentada em
3 vezes no tempo zero, com maximo de expressdo em 6 horas com valor de até

13 vezes mais alto, e expressédo pouco abaixo do controle em 24 horas. O gene
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E2Fm04611 foi o gene que mais respondeu, tendo ja no tempo zero um valor de
4 vezes maior que o controle, tendo seu pico de expressao em 6 horas com
aproximadamente 131 vezes mais mMRNA presente, voltando a patamares quase
normais em 24 horas. E ainda o gene E2Fm05530 com um aumento de 5 vezes
no tempo zero, pico em 6 horas com uma expressdo 17 vezes maior, €
quantidade parecida a situagao controle em 24 h.

O gene correspondente a proteina DP, E2Fm06098, apresentou o mesmo
padrdo de resposta que os genes de E2F tipicos descritos acima, com um
aumento no tempo zero, maximo de expressao, de 15 vezes em relacdo ao
controle, em 6 horas apds o tratamento. No tempo de 24 horas apds o estresse, a
expresséao volta a niveis semelhante ao das plantas controle.

Em contraponto, o gene correspondente a E2F atipico, E2Fm06082, teve
sua expressdo dobrada no tempo zero, com maximo de resposta em 2 horas
onde apresentou um aumento relativo de aproximadamente 14 vezes, e retorno a

niveis iguais ao controle em 24 horas.
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Figura 9. Andlises por qRT-PCR do nivel de expressdo dos membros tipicos
da familia de fatores transcricionais de E2F: E2ZFm04611 e E2Fm05530, 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

expressao foi normalizado em relagédo ao nivel de expressao dos genes fdh e ef.
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Figura 10. Analises por qRT-PCR do nivel de expressdo dos membros
tipicos da familia de fatores transcricionais de E2F. E2Fm08489 e
E2Fm08436, em resposta ao estresse com luz UV-B. As andlises 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 € 24 horas apds o
estresse. O nivel de expressao foi normalizado em relacdo ao nivel de expressao

dos genes fdh e ef.
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Figura 11. Analises por qRT-PCR do nivel de expressdo de um membro

atipicos da familia de fatores transcricionais E2F e uma proteina DP 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

expressao foi normalizado em relagédo ao nivel de expressao dos genes fdh e ef.



5 DISCUSSAO

Os genes que codificam os fatores de transcricdo E2F foram
caracterizados em diversos organismos tais como Drosophila melanogaster
(DYNLACHT et al, 1994), Xenopus levis (PHILPOTI & FRIEND, 1994), Gallus
gallus (PASTEAU et al, 1995) Homo sapiens (CHITTENDEN, 1993), Nicotiana
tabacum (SEKINE et al, 1999), Triticum monococcum (RAMIREZ-PARRA et al,
1999) e Arabidopsis thaliana (MARICONTI et al, 2002). No entanto, para arroz
nao existia nada descrito referente a esses genes. No presente trabalho, foi
confirmada a presenca de diversos genes dessa familia no genoma do arroz.
Além disso, esses genes foram caracterizados quanto a estrutura das proteinas
codificadas e quanto ao padrao de expressdao em resposta a um estresse
genotoxico.

O tratamento das plantas com radiagdo UV-B foi eficiente como estresse
genotoxico, tendo em vista a indugdo dos mecanismos de reparo, observado pelo
aumento de expressdo dos genes envolvidos em rotas de reparo ao dano de
DNA. O dano ao DNA envolvido com luz ultravioleta ja esta bem estabelecido,
visto que a luz UV é nao-ionizante porém possui energia suficiente para interagir
com as bases nitrogenadas gerando diversos tipos de defeitos na fita do DNA,
entre eles quebra de fita dupla e formagéo de dimeros de pirimidina (MPOLOKA,
2008).

As analises realizadas revelaram um possivel envolvimento dos fatores
de transcricdo E2F nas vias de sinalizagcdo de reparo ao dano de DNA, uma vez
gue esses genes sdo induzidos de maneira coordenada com os genes de reparo.
No entanto, ainda nao € possivel descartar que essa expressdo em resposta a
radiacdo UV nao seja reflexo de outros processos que possam estar ocorrendo
como consequéncia do estresse, tais como induc¢ao de divisao celular, ou mesmo
morte celular programada. No experimento descrito neste trabalho o estresse
aplicado foi fracionado em duas exposicdes de 4 horas, separadas por um
periodo de 20 horas. Sabe-se que os fatores de transcricdo E2F em A. thaliana
controlam fortemente o avanco do ciclo celular (MARICONTI et al, 2002).
Portanto, em 20 horas (tempo dado para resposta inicial da planta apdés quatro

horas de estresse) é possivel que uma morte celular e posterior avango do ciclo
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possa ter ocorrido. Assim, outro experimento esta sendo conduzido no qual o
estresse sera aplicado em uma unica dose. Com uma unica dose o estresse
genotodxico devera continuar sendo eficaz. O tempo de aplicagéo do estresse sera
de apenas 4 horas, assim espera-se que a resposta relacionada ao controle do
ciclo celular ndo seja evidenciado, pois a resposta ao dano de DNA deve ser
anterior a retomada da divisao celular.

Entre os genes da familia dos fatores de transcricdo E2F podem-se
distinguir duas classes: os E2Fs tipicos e os E2Fs atipicos (LAMMENS et al,
2009). Essa classificagao é baseada na estrutura das proteinas codificadas por
esses genes. Em nosso experimento utilizamos todos os membros da classe dos
E2Fs tipicos e um exemplar dos atipicos. Todos os genes testados foram
responsivos ao estresse produzido pela exposicao a luz UV-B. No entanto, o perfil
de expressao variou entre as duas classes, com genes apresentando maximos de
expressao em tempos diferentes. Os E2F tipicos e DP apresentaram o maximo
de expressao no tempo de 6 horas. Essa expressao simultanea de E2Fs tipicos e
DP corrobora com dados da literatura que indica uma possivel interagao entre
essas duas proteinas para que exercam a funcdo de ativadores de expressao
(SHEN, 2002). Dois dos genes da rota de reparo também tiveram maximo de
expressao apos 6 horas do final do tratamento, sdo eles Uracil DNA glicosilase e
UVR-3. Uma das hipoteses possiveis para esses dados € que os fatores
transcricionais tipicos dimerizados com a proteina DP sejam promotores da
expressao desses genes.

Por outro lado, o gene avaliado como atipico possui pico de expresséo
em duas horas. Esses dados podem indicar que, uma vez que a familia génica
E2F compete por um mesmo sitio de ligagdo ao gene (MARICONTI et al, 2002),
poderia ser necessario uma diminui¢gao na expressao de E2F atipicos para que os
E2F tipicos possam atuar como ativadores assim levando seus genes a um nivel
de expressao aumentado.

Dados publicados para células mamiferas também correlacionam os
membros atipicos como sendo diferencialmente expressos sob condicbes de
dano de DNA e interagindo entre eles (ZALMAS et al, 2008), tornando-se assim

um interessante foco para nossos estudos.
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Além disso, sera avaliado se existe alguma relagdo entre a expressao da
familia génica E2F e a morte celular programada (PCD) utilizando-se primers
construidos com base em genes ja caracterizados para este tipo de evento. Visto
que em mamiferos, ja existem dados correlacionando mutantes defectivos de
proteinas da familia génica de E2F e um nivel de PCD aumentado (PHILLIPS et

al 1999). Porém em arroz nada foi publicado até o momento.



6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Neste trabalho foram identificadas no genoma de arroz quatro sequéncias
de genes que foram caracterizadas como E2F tipicos, duas sequéncias que
codificam E2F atipicos, além de trés genes codificantes de proteinas DP e e um
para a proteina Rb.

Todos os genes da familia E2F analisados foram responsivos ao
tratamento com radiacdo UV-B, indicando que esses genes podem estar
relacionados com a sinalizagdo da resposta ao dano do DNA e vias de reparo do
mesmo.

Espera-se montar o perfil de expresséo de todos os genes identificados a
fim de elucidar com maior precisao a resposta desta familia e o envolvimento dos

mesmos na sinalizagao das respostas a estresses genotoxicos.
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ANEXO 1. Codigos de acesso dos genes identificados e primers utilizados para estudo de expressao. Dados

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

e sao indicados como “nd”.

Loci E2F /DEL

CDS number

Genomic

Protein

PrimerF PrimerR

LOC_0s04g33950 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_0s04g02140 CDS 12004.m05530 / E2F 12004.t00111 12004.m05530 CCGGCTACGACTATGGCTAC TTTTCTAGGCCGTTTGATGC
LOC_0s06g02459 CDS 12006.m06082 / E2F/DEL 12006:7583781.7589606 12006.m06082 GTACAGCCGCAAGCAGAAGT ATCGTCAACGTGCTCGAGAG
LOC_0s02g50630 CDS 13102.m05745 / E2F/DEL 13102.t04690 13102.m05745 nd nd

LOC_0s03g05760 CDS 12003.m06098 / DP 12003.t00447 12003.m06098 CCTCATGCAACTGTGGAAGT CAAATCGACGGTATTCATGATC
LOC_0s10g30420 CDS 13110.m02619 DP 13110.t02375 13110.m02619 nd nd

LOC_0s01g48700 CDS 13101.m05054 DP 13101.t04235 13101.m05054 nd nd

LOC_0Os04g57730 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
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