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RESUMO

O genoma de todos os organismos sofre constantemente a influéncia de
fatores mutagénicos que podem ser de origem enddgena e/ou exdgena, estes
podem resultar em danos ao material genético. Se esses danos nao forem
corrigidos pode levar ao aparecimento de mutacdes. As plantas por serem
organismos sesseis estdao continuamente expostas a estes fatores.
Considerando isto, os organismos (animais e vegetais) possuem diferentes vias
de reparo de DNA para manter a integridade do material genético. Dentro destas
vias, ha a via de Reparo por Excisdo de Bases (BER) que é composta por
diferentes enzimas, e dentro dessa via ha a enzima AP endonuclease que é alvo
deste estudo. Trabalhos anteriores em cana-de-acucar identificaram duas
sequéncias de cDNA homologas a esta proteina que foram denominadas
ScARP1 e ScARP3. Com isso, 0 objetivo deste trabalho foi caracterizar estas
duas sequéncias por meio de analises filogenéticas utilizando sequéncias
presentes dentro do reino Plantae, e de andlises estruturais dos genes de AP
endonuclease por andlise in silico e por plantas transgénicas contendo cassetes
de super-expressao. Além disso, foi realizado transformacdes e a obtencédo
plantas transgénicas de Nicotiana tabacum contendo cassetes de super-
expressdo em orientacdo anti-senso. Foi também analisado a relacéo
filogenética de genes DNA ligase | presentes no organismo vegetal de estudo.
Os resultados obtidos permitiram verificar que as sequéncias SCARP1 e SCARP3
correspondem a uma duplicacdo, provavelmente devido a um processo de
duplicacdo do genoma como um todo (WGD) que deve ter ocorrido no grupo das
gramineas (Poaceae). Reforcando estes dados, foi verificado um possivel
direcionamento da proteina para organelas diferentes, sendo que a ScCARP1
pode ser encontrada no ndcleo e a SCARP3 em mitocondrias e/ou cloroplasto.
Com relacdo as plantas transgénicas contendo o cassete em orientacdo anti-
senso foi observado que estas apresentaram crescimento lento quando
comparado com a planta selvagem (néo transformada). Além disso, seu fenétipo
abrange alteracdes morfologicas no crescimento foliar, baixa estatura e
diminuicdo na produgédo de sementes. Entretanto, ainda se faz necessario a
obtencéo da linhagem homozigota para aprofundar essas observacoes. Desta
forma, estes resultados permitem compreender um pouco melhor do possivel
papel da enzima AP endonuclease em cana-de-aglcar e em plantas.

Palavras-chave: Relagéo filogenética. Direcionamento de proteinas. Duplicagéo.
Plantas transgénicas. Expressao génica.



ABSTRACT

The genome of all organisms constantly suffers the influence of mutagenic factors
from endogenous and/or exogenous origin, which may result in damage for the
genome. In order to keep the genome integrity there are different DNA repair
pathway to detect and correct these lesions. In relation to the plants as being
sessile organisms, they are exposed to this damage frequently. The Base
Excision DNA Repair (BER) is responsible to detect and repair oxidative lesions.
Previous work in sugarcane identified two sequences that were homologous to
Arabidopsis thaliana: SCARP1 ScCARP3. These two sequences were homologous
to AP endonuclease from BER pathway. Then, the aim of this work was to
characterize these two sequence using different approaches: phylogenetic
analysis, in silico protein organelle localization and by Nicotiana tabacum
transgenic plants with overexpression cassette. The in silico data obtained
showed a duplication of this sequence in sugarcane and Poaceae probably by a
WGD event. Furthermore, in silico analysis showed a new localization in nuclei
for SCARP1 protein. The data obtained with transgenic plants showed a change
in development and morphology. Transgenic plants had slow development when
compared to plants not transformed. Then, these results allowed us to
understand better the potential role of this sequence in sugarcane and in plants
in general. More work is important to be done in order to confirm the protein
localization and protein characterization for SCARP1 and SCARP3.

Keywords: phylogenetic relationship. Targeting proteins. Duplication.Transgenic
plants. Gene expression.
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1 INTRODUCAO

1.1 Reparo de DNA e sua importancia para as plantas

De forma geral, 0 genoma de todos 0s organismos vivos é estavel e se
mantém integro ao longo da vida do ser (TUTEJA et al., 2001; MARECHAL;
BRISSON, 2010; MARECHAL et al., 2009). Essa integridade se faz necessaria
pois o sistema de informacdo genética € suscetivel a sofrer lesbes e mutacdes
considerando a existéncia de um vasto numero de agentes mutagénicos
presentes no meio ambiente. Além disso, deve-se levar em conta também a
existéncia da taxa de erro intrinseco presente no processo de replicacdo do DNA,
com isso, para evitar tal fato ha um sistema de reparo do DNA capaz de verificar
esses erros e corrigi-los (ARAVIND et al., 1999). Deste modo, se for observado
0 genoma de organismos mais simples, a exemplos de alguns virus, eles
codificam multiplas proteinas cuja funcdo estaria relacionada com o reparo do
DNA lesado (FRIEDBERG et al., 1995). Essa andlise torna evidente que a
necessidade de manutengao da “integridade do genoma” € algo fundamental e

caracteristico dos organismos vivos.

O ambiente em que o organismo esta inserido além de Ihe fornecer
condicBes para sua sobrevivéncia (agua, luz, nutrientes, etc...) também é fonte
de agentes estressores, sendo estes de origem abibticos ou bidticos. Estes
agentes podem promover uma variedade de lesdes no DNA e que, por sua vez,
podem vir a comprometer a integridade do genoma se néo forrem corrigidas
(SINGH et al., 2010). Essas lesbes podem afetar tanto a replicagdo do DNA
(BRANZEI; FOIANI, 2010) quanto a transcricdo (LAGERWERF et al., 2011).
Com relacdo as plantas, estas por serem organismos sésseis, estédo
constantemente expostas a agentes ambientais e processos endoégenos que
infligem danos ao DNA e acarretam um estresse genotoxico, na qual podem

reduzir a estabilidade do genoma e afetar diretamente o crescimento,
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desenvolvimento e consequentemente a produtividade do vegetal (SINGH et al.,
2010; TUTEJA et al.,, 2009; ATKINSON; URWIN, 2012). Exemplos destes
estresses abibticos seriam as temperaturas extremas (congelamento, calor, frio),
disponibilidade de agua (seca, inundacéo) e toxicidade provocada por ions
(salinidade, metais pesados). As plantas também podem ser suscetiveis a
diversas infec¢des ocasionadas por varios tipos de patdgenos (estresse bidtico)
tais como fungos, bactérias e virus que podem modificar o balanco oxidativo
(MAHAJAN; TUTEJA, 2005; HORBACH et al.,, 2011). Todos esses fatores
estressores podem afetar o desenvolvimento vegetativo como também a
producdo de sementes, consequentemente estes fatores tém um papel em
limitar a produtividade (ATKINSON; URWIN, 2012). Exemplo disso seria o
prejuizo das culturas promovido pelo estresse abiético que pode ser em torno de
50 % em todo o mundo (BRAY et al., 2000). Assim sendo, para sobreviverem
em um ambiente “hostil’, os organismos vegetais desenvolveram mecanismos
de defesa Unicos em respostas a essas condicbes ambientais adversas
(TUTEJA et al., 2009, KIMURA; SAKAGUCHI, 2006). Esses mecanismos
estariam relacionados a vias de sinalizacao e vias de reparo de DNA gque atuam
de forma eficiente para promover o reparo de DNA e permitindo assim a

sobrevivéncia da planta sem afetar tanto seu desenvolvimento e produtividade.

Com relacéo ao reparo de DNA tem sido observado que estas vias sao
conservadas em todos os organismos. As vias sao classificadas em: via de
reparo por fotoreativacdo (PR) ou também denominada de reparo direto (DR),
reparo por excisdo de bases (BER), reparo por excisdo de nucleotideos (NER),
reparo de quebra de fita dubla (DSB) e reparo por incompatibilidade (MMR)
(TUTEJA etal., 2001; SINGH et al., 2011). A figura 1 ilustra que as vias de reparo
muitas vezes sao especificas para os danos a serem identificados e corrigidos.
N&o obstante os mecanismos de identificagéo e correcao da lesdo no DNA sejam
bem descritos em varios organismos como Escherichia coli, Saccharomyces
cerevisiae, ratos e humanos, pouco se sabe com relagdo a esse processo em

plantas.

Com isso, se faz necesséario um estudo mais aprofundado sobre essas
vias de reparo em plantas, bem como buscar entender a sua regulacao (SHI et

al., 1997; BOESCH et al., 2011). A importancia do estudo nos sistemas vegetais
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esta diretamente associado ao desenvolvimento e producdo das sementes.
Rajjou e Debeaujon (2008) verificaram que as vias de reparo de DNA tém um
papel importante em diferentes aspectos fisiolégicos nas sementes. Kranner et
al. (2010) observaram que o tempo prolongado de armazenamento das
sementes promove danos ao DNA decorrentes do acumulo de EROs (espécies
reativas de oxigénio). Estes pesquisadores verificaram que as vias de reparo do
DNA tém um papel crucial no processo de embebig&o da semente.

Outra observacao importante em plantas foi com relacdo as proteinas
helicases que catalisam a quebra das pontes de hidrogénio, abrindo desta forma
a dupla hélice de DNA durante os processos de replicacdo, recombinacéo,
biossintese de ribossomos, transcricdo e reparo do DNA. Deste modo, as
proteinas helicases podem contribuir para o reparo de DNA por favorecer a
acessibilidade da regido com a lesdo. Experimentos com plantas de tabaco
contendo cassetes de superexpressao para estas enzimas verificaram que as
plantas transgénicas tiveram uma maior tolerdncia em alta concentragéo de sal
(SANAN-MISHRA et al., 2005; VASHISHT; TUTEJA, 2006).
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Figura 1 — Esquema das diferentes vias de reparo. Representacdo esquematica das
diferentes vias de Reparo de DNA, onde sao representados os agentes promotores de lesdes ao
DNA (parte superior) e na parte mediana alguns exemplos de lesdes de DNA induzidas por estes
agentes; na parte inferior alguns dos mecanismos de reparo de DNA responsaveis pela remoc¢éao
dessas lesdes. No lado direito da imagem estéo representados alguns efeitos das lesdes no DNA
durante a progressao do ciclo celular. Na parte inferior estdo representadas as consequéncias
das mutac¢des surgidas. Abreviacgdes: cis-Pt e MMC - cisplatina e mitomicina C, respectivamente;
(6-4) FP e CPD - fotoproduto 6-4 e Ciclobutano Dimero de Pirimidina, respectivamente; BER e
NER, Reparo por Excisdo de Base e Nucleotideo, respectivamente; RH, Recombinacédo

Homéloga; EJ, end joining.
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Desta maneira, o principal objetivo das pesquisas voltadas para a area de
reparo de DNA em plantas é adquirir um melhor entendimento deste processo
basico, a qual poderd propiciar uma vantagem nas atuais tecnologias de
melhoramento vegetal. Este conhecimento tera implicacbes em aumentar a
tolerancia a alguns tipos de estresse (abibtico e bidtico) e consequentemente
promover o aumento da produtividade por permitir que os cultivares consigam
tolerar estas condicdes adversas (BALESTRAZZI; CONFALONIERI, 2011).
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1.2. Via de reparo por excisdo de bases BER em plantas.

Tendo em vista a importancia das vias de reparo para a manutencéo da
integridade do material genético, se faz necessario entender uma pouco melhor
a Via de Reparo por Excisdo de Bases (BER) que € foco deste trabalho. A via
BER tem como funcéo a identificac&o e correcéo de lesdes oxidativas, alquilacao
ou oriundas de deaminagdes nas bases nitrogenadas (GOSSAGE et al., 2012).
A correcdo pode ser de apenas uma base ou em até 13 bases (BARNES;
LINDAHL, 2004; FORTINI; DOGLIOTTI, 2007; BAUTE; DEPICKER, 2008;
ZHARKOV, 2008).

A via BER é formada por vérias etapas, como apresentada na figura 2. A
identificacdo das lesdes € realizada por enzimas DNA glicosilases onde cada
uma reconhece uma lesédo especifica. Assim, de forma resumida, 0 mecanismo
pode ser descrito da seguinte maneira: primeiramente ocorre o reconhecimento
da lesdo e a remocdo da base danificada criando assim um sitio
apurinico/pirimidico (sitio AP). Em seguida ocorre a clivagem da ligacdo
fosfodiéster da fita dupla do DNA e, com isso, a excisdo do sitio AP. A lacuna
gerada é preenchida com nucleotideos pela DNA polimerase e depois é religada
pela DNA ligase (BAUTE; DEPICKER, 2008) (figura 2). O reconhecimento da
base danificada é especifico para enzima DNA glicosilase que remove a base
lesionada por meio da clivagem da ligacdo glicosidica, que liga a base
nitrogenada ao acucar (desoxirribose), isso gera a um sitio apurinico/pirimidico
gue também pode ser nomeado de sitio abasico (sitio AP), as lesées comuns as
bases nitrogenadas sdo apresentadas na figura 3. Cada leséo requisitara uma
DNA glicosilase especifica para reconhecé-lo e remové-lo. Todavia, esses sitios
abasicos também podem surgir por meio de despurinacdo e despirimidinacdo
espontanea e assim ndo necessitando da acdo da DNA glicosilase para ocorrer
(MAYNARD et al., 2009; McCULLOUGH et al., 1999; MOL et al., 1999). O sitio
AP pode ser entédo processado por uma DNA glicosilase bifuncional (com funcéo
3’AP liase) ou por uma AP endonuclease, ambas enzimas clivam a ligacéo

fosfodiéster de modo a promover a remocao do sitio AP. Esta remogéao resulta
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na producdo de uma lacuna e de extremidades do DNA “ndo-convencionais”. A
enzima AP endonuclease gera extremidades 3'OH e a 5° desoxiribose-fosfato
(5"dRP), enquanto as enzimas com funcao AP liases geram as extremidades 5
fosfato e a 3" contendo uma lesao “blocking”, também denominado 3" fosfato ou
3" polinsaturado aldeido (PUA), tais extremidades (5°'dRP e PUA) atuam
impedindo a atividade das enzimas subsequentes na via BER. Portanto, para
gue a DNA polimerase e a DNA ligase exer¢cam as suas respectivas funcoes, se
faz necessario o processamento destas extremidades “ndo-convencionais” para
gue estas sejam restauradas na conformacédo ideal (convencional): 3'OH e
5’fosfato. A fracdo 5°'dRP pode ser removido pela atividade 5° dRPase da DNA
polimerase B (Pol B) (MATSUMOTO; KIM, 1995; DETERDING et al., 2000).
Enquanto, a enzima AP endonuclease possui a atividade 3"diesterase e é capaz
de remover a lesao “blocking” 3" (IZUMI et al., 2000), a atividade de fosfatase da
aprataxin (APTX) também pode atuar da mesma forma sobre a lesdo PUA. Apos
este processamento a lacuna (gap) sera entdo preenchida por nucleotideos
através da atuacdo da enzima DNA polimerase e depois esses fragmentos seréo
ligados ao esqueleto do DNA por meio da enzima DNA ligase, e por fim a

correcdo da leséo foi realizada e a integridade do genoma foi mantida.

Além disso, a via de excisdo de bases pode ser subdividida em duas vias:
a via curta de BER (short-patch) ou a via longa de BER (long-patch) ambas
apresentadas na figura 2. A escolha entre qual via sera seguida depende de
varios fatores como primeiramente a natureza da lesdo e o tipo de DNA
glicosilase que ird iniciar o processo de correcdo (FORTINI; DOGLIOTTI, 2007).
A via curta é responsavel pelo o reparo de um nucleotideo apenas, enquanto a
segunda via é responsavel por 2 a 13 nucleotideos (BAUTE; DEPICKER, 2008).
Na via curta de BER, os nucleotideos sao incorporados ao DNA pela Pol B em
mamiferos ou pela Pol | em bactéria Escherichia coli (SINGHAL et al., 1995). A
ligacdo ao DNA é realizada pelo complexo XRCC1 e pela enzimas Liglll (em
mamiferos) ou Ligl (em bactérias) (CAPPELLI et al., 1997; NASH et al., 1997).
Durante a via longa de BER em mamiferos, a enzima Pol B provavelmente
incorpora o primeiro nucleotideo. No entanto, devido a existéncia da extremidade
5" “n&@o-convencional” essa enzima néo € capaz de seguir adiante sendo assim,

€ substituida pela enzima Pol & ou Pol €. Esta acao resulta na formacdo de uma
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estrutura “Flap” que é entdo removida pela endonuclease FEN1 e posteriormente
ocorre a ligacao da fita de DNA por meio da enzima Ligl (LEVIN et al., 1997;
BAUTE; DEPICKER, 2008). As vias BER longas e curtas foram constituidas a
partir de experimentos in vitro utilizando proteinas expressas e purificadas
(DIANQV; LINDAHL, 1994; KLUNGLAND; LINDAHL, 1997; KUBOTA et al.,
1996; NICHOLL et al.,, 1997; PASCUCCI et al., 1999; SRI-VASTAVA et al.,
1998).

Figura 2 - Esquema da via de excisdo de bases.Representacdo esquematica da via da
excisdo de bases (BER) em mamiferos. A via BER se inicia com o reconhecimento e remogao
da leséo (representado pela estrela) pela DNA glicosilase. A DNA glicosilase bifuncional é capaz
de clivar a ligacdo fosfodiester e criar uma ponta 5 fosfato e a outra ponta 3" fosfato ou 3’
polinsaturado aldeido (PUA). No caso da remocé&o da base danificada por uma DNA glicosilase
monofuncional, o corte da fita € exercida pela AP endonuclease, criando assim extremidades
3’hidoxila (OH) e 5 desoxiribose-fosfato (dRP). Estas extremidades “ndo-convencionais” devem
ser restauradas para 3'OH e 5 fosfato através da atividade desoxiribose-fosfato diesterase
(dRPase) da Pol B que age sobre 5" dRP, e da atividade diesterase da AP endonuclease ou da
atividade fosfatase da aprataxin (APTX) que agem sobre 3"PUA. O reparo pode se encaminhar
para duas vias via curta de BER (short-patch) ou via longa de BER (long-patch). Durante a via
curta de BER a Pol B incorpora um nucleotideo, em seguida ocorre a ligagdo com a fita de DNA
através do complexo XRCC1/Liglll ou Ligl. Na via curta a lesdo 5” é refrataria a clivagem pela
Pol B, sendo entdo orientada para a via longa de BER, em que Pol B e/ou Pol /¢ realizam o
deslocamento da fita, incorporando assim varios nucleotideos, em seguida ocorre a remocao do
“DNA Flap” contendo a lesdo 5’ refrataria pela Flap endonuclease (FEN) e a ligagédo a fita de
DNA pela Ligl. Proteinas de apoio a via de BER estéo indicada em cinza
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Figura 3- Les@es encontradas nas bases nucleotidicas. Representacdo estrutura quimica das
diferentes lesGes nas bases puricas e pirimidicas, bem como os sitios abasicos.
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Como apresentado acima, em plantas havia a duvida se na via BER as
duas vias ocorriam (curta e longa), uma vez que néo foi identificado no genoma
de Arabidopsis e de arroz o gene homadlogo a enzima Pol B (BRITT, 2002; HAYS,
2002; ROLDAN-ARJONA; ARIZA, 2009). Entretanto, Cérdoba-Cafiero et al.
(2011) demostraram a partir de experimentos bioquimicos utilizando extrato
proteico total de folhas de Arabidopsis que as plantas devam possuir as duas
vias de reparo BER. Sendo assim, foi proposto que o papel da enzima Pol § deva
ser realizado pelo DNA Pol A (UCHIYAMA et al., 2004). Além disso, também né&o
foi identificado as sequéncias homologas para a enzima DNA Liglll,
consequentemente foi proposto que a fungédo de ligagao seria realizada pela
DNA ligase | e/ou DNA ligase IV (BAUTE; DEPICKER, 2008). Tendo em vista
gue poucos estudos tém sido realizados nas plantas para a via de reparo BER,

se faz necessario ampliar os estudos nesta area. Desta forma, a caracterizacao
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das enzimas scARP1 e scARP3 (AP endonuclease) podem vir a preencher

parcialmente a lacuna de conhecimento existente nessa area.

1.3 AP endonuclease - caracteristicas e funcdes.

A presenca de sitios apurinicos/ apirimidico (AP) é considerada uma lesao
comum no DNA (LINDAHL, 1993; LINDAHL; BARNES, 2000; CICCIA;
ELLEDGE, 2010). Os sitios APs podem ser formados espontaneamente ou
podem ser intermediarios centrais da via BER. Tais sitios podem bloquear a
replicacdo e causar mutacdo. Desta forma, seu reparo € extremamente
necessario para manter a integridade genética (LOEB, 1985; SOBOL et al.,
2003), sendo tal funcdo desempenhado pela via jA mencionada anteriormente -
a via de reparo por excisdo de bases (BER).

Como ja descrito, o sitio AP serve de substrato para a enzima AP
endonuclease. Esta classe de enzima faz parte de duas distintas familias que
catalisam o processo de clivagem da ligagéo fosfodiestere na posicéo 5 da lesao:
a familia da endonuclease bacteriana IV (Nfo) e a familia de exonuclease lli
(Xth), que inclui tanto a Xth de bactérias como a AP endonuclease (APE1)
encontrada em eucariontes (MOL et al., 2000). O mecanismo de acao destas
enzimas, de forma geral, é detectar, reconhecer e clivar a ligacao fosfodiestere
do DNA na posicao 5" do sitio AP, criando assim uma extremidade 3"- OH. Sendo
esta extremidade posteriormente processada com a acdo de uma DNA
polimerase. Contudo, a AP endonuclease também pode atuar como uma 3"->5
exonuclease e assim catalisar o processo de excisdo de nucleotideos para o
reparo, particularmente de nucleotideos com bases oxidadas (CHOU; CHENG,
2002; ISHCHENKO et al., 2003; ISHCHENKO et al., 2004; ISCHENKO et al.,
2002; KERINS et al., 2003; DEMPLE et al., 1986). Apesar de ambas as familias
aqui mencionadas desempenharem a mesma fungdo, suas estruturas
tridimensionais e dependéncia de cofatores enzimaticos (metais) sdo distintas.

Em estudos iniciais com relacdo Nfo, este diferenciava da familia Xth pela a



27

resisténcia a EDTA (CUNNINGHAM et al., 1986; LEVIN et al., 1988), todavia
estudos posteriores demonstraram que além desta discrepancia inicial, a
estrutura fisica da enzima era igualmente distinta, sendo que a familia Xth
apresenta duas camadas de folhas beta flanqueado por hélices, enquanto que o
cofator enzimaético seria Mg*? (MOL et al., 1995), em contraste a familia Nfo era
formada por enzimas com o nucleo de barril TIM rodeado por hélices, e possui
como cofatores enzimaticos de dois a trés Zn%*ou um Mn*? (HOSFIELD et al.,
1999). Assim sendo, entender esta distincdo de ligacdo de ions metalicos e as
atividades destas familias tornou-se foco de diversos estudos sendo necessario
para de fato compreender tal enzima essencial para o desempenho do reparo e
mantencdo da integridade da molécula de DNA (CVETKOVIC et al., 2010;
BARONDEAU et al., 2004; MCMURRAY; TAINER, 2003; HOPFNER et al., 2002;
CASTAGNETTO et al., 2002).

Figura 4 — Estrutura tridimensional das enzimas. Nesta figura € apresentado a similaridade
estrutural entre as estruturas tridimensionais das enzimas DNase |, HAP1 (humana) e EXOIII
(bactéria). As estruturas observadas em a-Helices estao coloridas em azul e as folhas-  na
coloracdo magenta. As setas em amarelo indicam regides de loop que estdo presentes nas

enzimas HAP1 e EXOIIl, mas é ausente na enzima DNase |.

DNase | HAPI1 EXO III

Fonte: Adaptado de GORMAN et al., 1997.
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A enzima APE1 humana € uma das AP endonucleases mais conhecidas
e que serve de base para estudos comparativos de outras sequéncias, além
disso, esta enzima é também denominada como HAP1 e REF1. As analises
comparativas estruturais desta proteina em bactérias e no homem tem mostrado
que estas apresentam uma estrutura similar como apresentado na figura 4.
Entretanto, existem algumas diferencas que podem ser observadas como: a) a
presenca de um residuo de 61 aminoacidos na regido N-terminal apenas
presente na enzima HAP1 (humana) (DEMPLE et al., 1991; WALKER et al.,
1993), b) a presenca na regido do loop compartilhada apenas entre as
sequéncias HAP1 e EXOIIl e ausentes na enzima DNase | (GORMAN et al.,
1997). Esta regido foi proposta como responsavel para o reconhecimento de
residuos especificos para a atividade AP endonuclease. Além disso, a estrutura
do cristal da APE1 (AP endonuclease humana) mostrou que esta enzima se liga
em ambas as curvaturas maior e menor do DNA, além de provocar 0 processo
de “flip out” da desoxirribose abasica que facilitaria a agdo da enzima no
reconhecimento do sitio AP bem como no seu reparo subsequénte (GORMAN et
al., 1997; MOL et al., 2000; BEERNINK et al., 2001; GEORGIADIS et al., 2008).
No trabalho de Mol et al. (2000) foi proposto uma forma de como a enzima agiria
sobre o sitio AP, aonde o aminoéacido na posicdo Asp -210 (Acido Aspartico
posicdo 210) atuaria no atague da molécula de agua, e o fosfato intermediario
seria estabilizado pelo ion Mg?* em contato com os aminoécidos: His-309
(Histidina na posi¢cao 309), Asn-174 (Asparagina na posi¢do 174) e Asn-212
(asparaina na posi¢cdo 212). Os aminoacidos Asp/His atuariam ativando uma
molécula de agua que iniciaria, por sua vez, um ataque nucleofilico na ligacao
fosfodiestere, provocando assim a excisdo do sitio AP (GORMAN et al., 1997).
Existem outros estudos que propdem mecanismos alternativos por meio da
observacdo de mutagcbes no sitio ativo (ERZBERGER; WILSON, 1999;
GALBURT et al., 1999; TSUTAKAWA et al., 1999; MUNDLE et al., 2004;
MUNDLE et al., 2009), mas ainda nao existe, atualmente, um consenso com
relacgo ao modo de atuacdo do sitio ativo de forma mais detalhada
(TSUTAKAWA et al., 2013).
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1.4. Cana-de-acUcar e sua importancia

A cana-de-acUcar corresponde a uma planta C4 e pertence ao género
Saccharum da familia Poaceae e o0s cultivares utilizados atualmente
correspondem a hibridos derivados do cruzamento interespecifico entre S.
officinarum e S. spontaneum. Devido a estes cruzamentos 0 genoma da cana-
de-acucar tem sido considerado complexo, possuindo de 100 a 130
cromossomos de acordo com o cultivar. Com isso, tem sido estimado que 80%
a 90% do genoma séao derivados de S. officinarum, enquanto cerca de 10% a
20% séao oriundos do S. spontaneum (D’HONT et al., 1996; PIPERIDIS et al.,
2010) (figura 5). Decorrente desse processo de melhoramento genético classico,
0 genoma da cana-de-agUcar apresenta-se altamente polipléide e aneuploide
contendo um conjunto completo de genes homélogos que variam de 10 a 12
copias (alelos) (D’HONT et al., 1996).
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Figura 5 — O genoma do cultivar atual de cana-de-acUcar. Organizagcao esquematica
do genoma do cultivar atual de cana-de-aglcar. Cada barra representa um cromossomo, as
barras em amarelo (cerca de 80% a 90%) representam regifes originadas do Saccharum

officinarum, as barras em verde (cerca de 10% a 20%) representam regides originadas do

Saccharum spontaneum.
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Fonte:Adaptada de GRIVET; ARRUDA, 2002.

Plantas C4 séo colocadas como ideias como culturas energéticas, porque
possuem as seguintes caracteristicas: alta eficiéncia de conversao de luz em

energia de biomassa, a eficiéncia elevada do uso da agua e alta eficiéncia de
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uso de nitrogénio no nivel de folha (TAYLOR et al.,, 2010). Alem disso
apresentam a capacidade de crescer em areas marginais de terra e uma
relativamente alta tolerancia as limitacbes do solo, tais como salinidade e
encharcamento. As gramineas com fotossintese do tipo Cs4 possuem um
mecanismo de CO:2 concentrando adicional que lhes permita superar espécies
Cs, especialmente sob condigbes de alta luminidade e temperatura e sao,
portanto, capazes de gerar maior quantidade biomassa, mesmo em ambientes
de recursos limitados. Desta forma, a cana-de-acucar, devido essas
caracteristicas discorridas anteriormente, apresentam uma vantagem no

acumulo de biomassa podendo ser utilizado para geracdes de combustiveis.

Nos tropicos, a cana-de-agUcar esta organizada como uma monocultura
com grande importancia econdmica, pois o aglcar acumulado nos seus colmos
€ utilizado para a producédo de acucar e etanol. Atualmente, o Brasil € o maior
produtor mundial de cana-de-acucar, sendo responsavel por 45 % da producédo
(SCORTECCI et al.,, 2012). O interesse econdmico nesta espécie cresceu
significativamente nos ultimos anos devido a demanda crescente mundial de
uma producgéo de energia de forma sustentavel (CHEAVEGATTI-GIANOTTO et
al., 2011).

Figura 6- Producdo da cana-de-acUcar no Brasil. Representacdo da divisdo da

producédo de produtos da indUstria sucroalcooleira no Brasil, por regido, dando em porcentagem

PRODUGAO DE PRODUTOS DA INDUSTRIA
SUCROALCOOLEIRA NO BRASIL

Regido Sul Regido Norte
7% 1%

Fonte: CONAB - 2° Levantamento: agosto de 2013..
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No Brasil, o estado de S&do Paulo vem sendo responséavel por 87 % da
producéo brasileira e os estados do nordeste sao responsaveis por apenas 8 %.
Essa reducao na producéo esta associados a queda de produtividade devido as
condicOes adversas (estresse abidtico e bidtico), principalmente decorrentes do
solo arenoso que nao retém a agua, mesmo quando a cultura é irrigada (CONAB,
2014). Assim, para a safra de 2013/14, é estimado que a area plantada para
essa cultura em todo Brasil correspondesse a uma area de 8.799.150 mil
hectares. Desta maneira a regido Sudeste € considerada a maior produtora com
428.298,5 T, seguido pela regido Centro-oeste (120.907,5 T), logo depois vem a
regido Nordeste (54.219,7 T), constituindo as regides com menor producdo
seriam as regides Sul (44.890,1 T) e Norte (3.700,1 T) como apresentado na

figura 6.

Deste modo, estes dados mostram que € importante ampliar o
conhecimento sobre essa cultura com grande apelo econémico para o Brasil,
apesar de ser considerado um organismo com genoma complexo, e que

responde de forma diferente a cada regiao do Brasil.

1.5. Filogenia — Historia evolutiva da familia Poacea

A filogenia trata-se do estudo que permite compreender a relagao
evolutiva entre os diferentes grupos de organismos, com relagdo ao organismo
vegetal seu estudo se torna complexo devido a diversas particularidades
existentes no seu genoma, o0 que torna uma tarefa ardua para interpretar as
relacdes filogeneticas. Assim sendo, é considerado que o0 grupo das
angiospermas corresponde ao maior grupo de plantas terrestres com 800
géneros com mais de 300.000 espécies vivas (JIAO et al., 2011; BOUCHENAK-
KHELLADI et al., 2010). Este grupo € caracterizado pela a existéncia de 6rgaos
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florais que atuam no processo de reproducdo. O grupo das angiospermas €
dividido em dois subgrupos levando-se em conta o nimero de cotilédones na
plantula: monocotileddneas (um cotilédone) e eudicotiledéneas (dois
cotilédones). Assim, tendo em vista estas diversidades expressas em numero de
organismos que abrangem as angiospermas, se forcarmos o ponto de vista
evolutivo, pode-se concluir que essas plantas apresentam uma grande
diversidade de formas e adaptacdes que lhe conferiram sucesso adaptativo a

diversas condi¢cdes ambientes e que resultou na colonizacao global.

De forma geral, se analisarmos 0os genomas dos organismos vegetais
pode-se notar que ha também uma discrepancia com relacdo a numero de
cromossomos, tendo uma prevaléncia de organismo com genoma poliploide, ou
seja, genomas com trés ou mais conjuntos de cromossomos. Esses conjuntos
de cromossomos podem ser provenientes de um cruzamento inter-especifico
(autopoliploide) ou entre espécies diferentes (intra-especifico) que geralmente
sdo estreitamente relacionados (alopoliploides). O estado poliploide pode ser
transmitido para a proxima geracdo (ALBERTIN; MARULLO, 2012). A poliploidia
tem sido considerada como um processo importante para moldar a evolugdo em
eucariontes (WENDEL, 2000; OTTO; WHITTON, 2000; VAN DE PEER et al.,
2009), ja que existem varios organismos poliploides bem descritos tais como o
algodao (género Gossypium) e o trigo (género Triticum) (OTTO; WHITTON,
2000). Blan e Wolfe (2004) verificaram que nas angiospermas houve um evento
que promoveu uma duplicacdo do genoma por inteiro (WGD, Whole Genome
Duplication). Este evento provavelmente gerou o efeito de poliploidia (genomas
com mais de trés conjuntos de cromossomos). Sendo assim, a WGD é uma
caracteristica normal no processo de evolugao em plantas e vem sendo estimado
gue pelo menos um WGD tenha ocorrido na ascendéncia de 70% de todas as
angiospermas (BLANC; WOLFE, 2004). Isto pode ser observado na figura 7,
onde é possivel evidenciar os eventos de duplicacdo que ocorreram ao longo da
evolucdo das plantas. Tem sido observado que estes eventos tém
desempenhado papéis importantes na expansédo das angiospermas (BLANC;
WOLFE, 2004; TUSKAN et al., 2006; JAILLON et al., 2007; MING et al., 2008;
SCHNABLE et al., 2009; SCHMUTZ et al., 2010).
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Figura 7- Eventos poliploides ancestrais em plantas com sementes e angiospermas. Duas
duplicagBes ancestrais identificadas pela integracéo de evidéncias filogenéticas e do relégio de
tempo molecular para a evolugcdo da planta na terra. As figuras ovais em cinza indicam as
duplicagbes do genoma geralmente aceitas e identificadas em genomas que foram totalmente
sequenciados. A figura em forma de diamante refere-se ao evento de triplicacdo provavelmente
compartilhada por todos os eudicotiledéneas. As barras horizontais indicam regifes que indicam

WGD (whole genome duplication) ancestral planta semente e WGD ancestral de angiospermas.

Tempo estimado de divergéncia (milhdes de anos)

Arabidopsis thaliana
Carica papaya
Populus trichocarpa
Cucumis sativus
Vitis vinifera
Oryza sativa

Ancestral das das . - o
plantas com angiosperm Aristolochia fim.

sementes aswGD Liriodendron
WGD

Gymnosperms
Selaginella moellendorffii

Physcomitrella patens

.Fonte: Adaptado do artigo JIAO et al., 2011.

Considerando o exposto acima, os eventos de duplicacdo do genoma
como um todo podem resultar em grandes mudancas no padrdo de expressao
génica e constituem uma importante fonte de variagdo adaptativa. Por quase um
século foram levantadas algumas hip6teses para explicar o que temos
atualmente baseado no processo de WGD (SCHRANZ et al., 2012; JIANG et al.,
2013). A partir destes estudos pode-se inferir que o processo de WGD ocorrido

nas linhagens de organismos dipldides provavelmente gerou como
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consequéncia um fracionamento do genoma polipléide, o que provocou
rearranjos cromossOmicos, inversdes de genes, ativagdo de elementos
transponiveis, assim como alteragcbes epigenéticas, estas alteracdes,
provavelmente, tiveram efeito no genoma por interior ou em um conjunto
reduzido de pares de genes duplicados (CHEN; NI, 2006; GAETA et al., 2006;
TATE et al., 2009; WANG et al., 2010).

Assim, o destino dos pares de genes paralogos (originados pelo o mesmo
evento de duplicacdo de um gene) gerados por um processo de WGD pode ser
complexo. Existem alguns casos desses genes terem sido silenciados. Este o
processo é denominado como nao-Funcionalizacdo (nonF), assim como pode
ter ocorrido que a funcdo do gene original ter sido dividida entre os genes
paralogos originados do processo de duplicacdo, sendo desta forma
denominado este processo como subFuncionalizacdo (subF). Além disso, um
terceiro exemplo é que esses genes duplicados podem ter adquirido novas
funcdes diferentes daquelas advindas do gene ancestral, neste caso 0 processo
€ nomeado como neoFuncionalizacdo (neoF) (LYNCH; FORCE, 2000; LYNCH;
CONERY, 2000; RODGERS-MELNICK et al., 2012; BLANC; WOLFE, 2004).

A familia das gramineas (Poaceae) é formada por cerca de 10.000
espécies e 700 géneros. Apesar de outras familias de angiospermas conterem
mais espécies e mais géneros, a familia Poaceae excede todas as outras
familias em uma caracteristica importante: a dominéncia ecologica. As
gramineas sdo encontradas em todas as regides do mundo e podem se adaptar
a habitats tanto de clima temperado quanto de clima tropical (GAUT, 2002).
Desta forma, trata-se de um grupo considerado como um dos mais diversificado
dentro do grupo das monocotiledéneas e apresenta uma variacdo no tamanho
do genoma entre seus representantes variando assim desde 16,6 pg (Secale
cereale) até 0,6 pg (Paspalum notatum) de DNA por genoma diploide
(BENNETT, 1976). Além disso, essa complexidade pode ser resultante das
diferencas no niumero de WGDs ao longo do processo evolutivo, assim como a
presenca de altos niveis de sequéncias repetitivas e elementos transponiveis
ativos (TE) (DUBCOVSK; DVORAK, 2007).
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O sequenciamento completo e anotagcdo dos genomas de arroz (Oryza
sativa) (GOFF et al., 2002), milho (SCHNABLE et al., 2009), Sorghum bicolor
(PATERSON et al.,, 2009) e Brachypodium (Brachypodium distachyon)
(International Brachypodium Initiative, 2010) permitiu uma analise detalhada da
complexidade e diversidade genbmica nesta familia com grande importancia
comercial (SCHNABLE et al., 2009). Nos estudos de Luo et al. (2009) foi
observado que os mecanismos que regulam a evolucdo do genoma nas
gramineas podem tanto resultar em uma variagcdo no nimero de cromossomos
como a taxa de mudanca evolutiva. Desta forma, em seus estudos foi verificado
gue o numero de mudancas estruturais no genoma do Sorghum bicolor foi um
pouco maior quando comparada ao genoma de arroz. Entretanto, quando foram
analisadas as linhagens da subfamilia Triticeae verificou que essas mudancas
foram bem maiores. Assim, estes autores propuseram gue em gramineas nem
todos 0s genomas se comportaram da mesma maneira ao longo do processo de
evolucao (Luo et al., 2009). Além disso, as alteracdes no padrédo de transcricdo
nos genes que sofreram nonF, subF e neoF, decorrentes de um processo de
WGD estéo susceptiveis a eventos de mutacdo e/ou mudanca nos padrdes de
epigenética (MEAGHER, 2010). Esta alteracdo na expressdo génica é
considerada uma consequéncia direta do processo de WGD o que torna mais

complexo a analise destes genomas poliploides (DICKINSON et al., 2010).

Com isso, é de extrema importancia compreender como 0 processo de
WGD influéncia a regulacdo dos genes que sofreram as duplicacées no genoma
vegetal tanto para o conhecimento evolutivo como para o melhoramento

genético de espécies de interesse.
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2. JUSTIFICATIVA.

Considerando que em plantas, o estudo das vias de reparo do DNA tem
ocorrido principalmente nos modelo vegetais Cs - Arabidopsis thaliana — planta
eudicotiledénea (HAYS, 2002; KIM, 2006; KIMURA; SAKAGUCHI, 2006; LI et
al., 2002), e Oryza sativa — planta monocotiledénea (KIMURA et al., 2002). E
importante ampliar este estudo para outras plantas como a cana-de-aglcar que

€ uma planta monocotiledénea Ca.

Em relacdo a enzima AP endonuclease, alvo deste trabalho, pouco se
conhece acerca da sua funcionalidade em plantas, alguns trabalhos se reportam
a modelos como a Arabidopsis (BABIYCHUK et al.,, 1994). Esses autores
clonaram uma sequéncia homdloga a AP endonuclease denominada AtARP,
expressaram e realizaram ensaios funcionais de caracterizacdo desta proteina.
Murphy et al. (2009) buscando sequéncias homdlogas no genoma de
Arabidopsis encontraram mais duas sequéncias que foram denominadas de
Apell e Ape2. Entretanto, nesse trabalho, esses autores analisaram apenas o

efeito de mutacbes nesses genes durante o desenvolvimento das sementes.

Estudos in silico publicados por Cordoba-Carfiero et al. (2009, 2011)
utilizando novamente o modelo Arabidopsis mostram que em plantas existem as
duas vias de reparo BER - via longa e via curta. Apesar de que os dados do
genoma ndo mostrarem nenhuma sequéncia com homologia a enzima Pol 3, os
resultados bioquimicos com extrato proteico total mostram que estas duas vias
sao realizadas em plantas. Deste modo, estes resultados mostram que ainda
sdo escassas informacdes estruturais e funcionais para a via BER como para
sequéncias homologas a enzima AP endonuclease e em especial na planta
cana-de-agucar. Assim sendo, se faz necessario a caracterizagdo dos
homélogos scARP1 e scARP3 em cana-de-agUcar. Em trabalhos anteriores do
nosso grupo de pesquisa foi apresentado dados referentes a uma analise
estrutural destas sequéncias, sendo possivel identificar seus dominios
conservados que os incluem dentro da familia das AP endonucleases e a analise
da estrutura tridimensional sugerindo que tais proteinas podem apresentar
atividade funcional na célula vegetal (MAIRA, 2011; OLIVEIRA, 2009). Agora
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neste trabalho nosso foco é a relacdo destas enzimas na planta in vivo
complementando os dados ja obtidos anteriormente, bem como tentar entender
0 processo de duplicacdo desta sequéncia no genoma e seu significado
evolutivo, além de analisar filogeneticamente outros membros da via de reparo

de excisdo de bases pertencentes a cana-de-acucar..

3. OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo geral estudar estrutural e funcionalmente
o papel dos genes Ap endonuclease (SCARP1 e SCARP3), além dos genes de
DNA ligase | (ScLigl.1 e Scligl.2) em plantas de cana-de-acUcar.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar as relaces filogenéticas dos homdlogos scARP1 e scARP3;

e Realizar a andlise estrutural dos genes e proteinas SCARPS;

e Analisar as relacdes filogenéticas para a DNA ligase |, complementando
com os dados obtidos com relagéo a SCARPs.

e Transformar e obter plantas de Nicotiana tabacum com o cassete de
super-expressao do gene sCARP1 em orientacdo senso e anti-senso;

e Observar o0 efeito da expressdo do cassete anti-senso no
desenvolvimento das plantas transgénicas obtidas, por meio da analise

de seu fendtipo;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Determinacao da sequéncia e analise

Para identificar as sequéncias homélogas a AP endonuclease de cana-
de-acucar em diferentes organismos foram montados sequéncias com alta
qualidade (Phred >20) e que foram submetidos a uma andlise Blast no NCBI
(http://'www.ncbi.nlm.nih.gov) utilizando BlastX e Tblastn (ALTSCHUL et al.,
1997). Em seguida, os dominios funcionais foram anotados utilizando pesquisas
contra o dominio conservado do NCBI (CDD), Pfam (http://www.pfam.edu), e
bases de dados PROSITE (http://prosite.expasy.ch). As sequéncias de ARP de
Homo sapiens (NP_001231178.1) e Viridiplantae foram obtidas no GeneBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), PDB (ww.pdb.org), DFCI
(http://compbio.dfci.harvard.edu / TGl / plant.html), TAIR
(http://www.arabidopsis.org) e Phytozome (http://phyto5.phytozome.net/). Os
dois cDNAs completos de cana-de-aclUcar (SCARP1 e ScARP3) foram ainda
submetidos ao NETSTART Servidor v.1.0 (PEDERSEN & NIELSEN, 1997) e
ORF Finder (NCBI), para realizar previsfes da traducao das regifes de sitio de
iniciacao (TIS) e buscar janela aberta de leitura (Open Reading frame -ORF),
respectivamente. Para verificar a possivel localizacdo sub-celular e identificar as
regides de sinal de enderecamento, essas sequéncias foram submetidos ao
WoLF PSORT Server (HORTON et al., 2007).

Para a caracterizagdo das sequencias de cana-de-acucar (SCARP1 e
ScARP3) foram utilizadas as sequéncias de aminoacidos no formato FASTA da
Ap enduclease humana (APEX1) e a exonuclease Il de Echiricia coli (EX3) foram
retiradas do Uniprot (http://www.uniprot.org/), tendo como parametro
pertencerem a sessdo do Swiss-Prot, que contem sequéncias que foram
anotadas manualmente e revisadas, desta forma tais sequéncias foram
alinhadas em as sequéncias proteicas de cana-de-agucar, SCARP1 e SCARP3,
o alinhamento multiplo de sequéncias foi feito por meio do Clustal Q
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) (SIEVERS et al., 2011), foi
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destacado os sitios comuns as quatro sequéncias por meio das anotacfes

existentes no Uniprot.

As sequéncias existentes no NCBI referente as enzimas de DNA ligase |
(Gene ID: 3978 — Homo sapiens - Gene ID: 837333 — Arabidopsis thaliana), DNA
ligase Il (Gene ID: 3980 - Homo sapiens — ndo tem equivalente em A. thaliana)
e DNA ligase IV (Gene ID: 3981 — Homo sapiens - ID: 835822 - Arabidopsis
thaliana) Oforam obtidas e depois foram analisadas via a ferramenta Blastn na
plataforma de DFCI (http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/plant.html) de cana-de-
acucar, com o intuito de buscar sequéncias homologas em cana-de-acUcar.
Essas sequéncias foram analisadas via Blastx, ferramenta do NCBI
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) com o intuito de encontrar proteinas
similares dentro do banco de dados NR (All non-redundant GenBank CDS
translations+PDB+SwissProt+PIR+PRF excluding environmental samples from
WGS projects). Foram entdo obtidas as sequéncias ScLig 1 e ScLig 1.2, sendo
homologas a DNA ligase | provenientes de H. Sapiens e A. thaliana, tendo em
vista que nao foi encontrado resultado foram analisadas por meio da ferramenta
de busca por dominios conservados (CDS) do NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi).

4.2. Andlise filogenética

As sequéncias de aminoacidos dos genes SCARP1 e SCARP3, no formato
FASTA foram submetidas a andlise do programa Blast no NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) utilizando BlastX e Thlastn (ALTSCHUL et al.,
1997), tendo como alvo a busca de sequéncias homologas as sequéncias
originadas de cana-de-agucar, 0s organismo analisados compreendiam dentro
do reino plantae. Foram obtidas sequéncias de 28 Taxa (Tabela 1) que
compreendiam organismo desde as algas verdes e plantas vasculares, com
esses resultados adquiridos, as sequéncias foram alinhadas utilizando o
programa MAFFT v.6.85 (KATOH; TOH, 2010) ao nivel dos aminoacidos com o
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L-INS-i e algoritmo CLUSTAL Q v.1.0.3 (SIEVERS et al., 2011) com os
parametros de alinhamento personalizados. O modelo de substituicdo de
aminoé&cido de melhor ajuste foi estimada por meio da utilizacdo da ferramenta
ProtTest v.3.2 (DARRIBA et al., 2011) e os dendogramas foram calculados com
base em uma andlise Bayesiana usando MrBayes 3.1.2 (RONQUIST;
HUELSENBECK 2003) e BEAST v.1.7 (DRUMMOND et al.,, 2012). As
inferéncias foram realizadas com base em 6 funcionamentos independentes,
cada uma com trés correntes simultaneas com um modelo WAG fixo (WHELAN;
GOLDMAN, 2001), utilizando a estimativa do parametro de forma gama e
proporcao dos sitios invariaveis. A cadeia de Markov foi iniciada com uma arvore
aleatoria e correu para 106 geracfes, amostrados a cada 100 geracdes. A arvore

de consenso foi estimada usando 1.000.000 arvores.

Com relacao a sequéncia de cana-de-acucar com homologia a DNA ligase

I, as sequéncias de aminoacidos no formato FASTA dos ScLig 1.1 ( DFCI -
TC128188) e ScLig 1.2 (DFCI - TC150242) foram usadas como consulta dentro

do banco de dados de proteinas do Phytozome
(http://www.phytozome.net/search.php) utilizando a ferramenta Blastp, onde
foram obtidas 66 sequéncias das diferentes espécies. Tais sequéncias foram
entdo alinhadas utilizando o algoritmo CLUSTAL W. Os dendogramas foram
gerados através do programa MEGA 5.1 (TAMURA et al., 2011) utilizando o
modelo de Dayhoff com o método estéatisco neighbor-joining. O teste de filogenia
foi baseado com o método bootstrap com 500 replicatas, sendo o tratamento dos

resultados realizado com Pairwise deletion.
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Tabela 1 — Identificacdo de protéinas de outros organismos que compartilham homologia

com as sequéncias ScArpl e ScArp3 de cana-de-acgUcar.

Identificacdo da Sequéncia utilizada no Tamanho da

Banco de dados proteina
scARP3_ CA065533 273
scARP1_CA291683 325
Oryza_sativa_NP_001044538.1 310
Oryza_sativa_BAD68138.1 307
Oryza_sativa_NP_001044537.1 499
Sorghum_bicolor_XP_002456494.1 325
Zea_mays_NP_001130149.1 323
Zea_mays_ACG32142.1 304
Hordeum_vulgare_BAKo03701.1 296
Triticum_aestivum_CJ576969.1 266
Brachypodium_distachyon_XP_003564410.1 298
Brachypodium_distachyon_XP_003564409.1 493
Brachypodium_distachyon_XP_003564408.1 516
Arabidopsis_thaliana_ACB29409.1 538
Arabidopsis_lyrata_XP_002879932.1 550
Arabidopsis_lyrata_XP_002881788.1 430
Vitis_vinifera_XP_002274714.2 479
Glycine_max_XP_003518153.1 507
Ricinus_communis_XP_002530098.1 486
Populus_trichocarpa_XP_002308005.1 331
Populus_trichocarpa_XP_002322649.1 428
Selaginella_moellendorffii_XP_002975564.1 306
Physcomitrella_patens_XP_001770524.1 363
Chlorella_variabilis_ EFN56476.1 371
Chlamydomonas_reinhardtii_XP_001703445.1 437
Volvox_carteri_XP_002946858.1 355
Ostreococcus_lucimarinus_XP_001422113.1 273
Ostreococcus_tauri_XP_003078172.1 460
Homo_sapiens APEX1_SP27695 318

4 .3. Andlise dos exons e intros das sequéncias sScCARP1 e scARP3

As sequéncias de cDNA de cana-de-acUcar, SCARP1 e ScCARP3, foram
analisadas no NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) utilizando a ferramenta Blast

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), sendo escolhida a opc¢do Blastn, que
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procura no banco de dados de nucleotideos utilizando uma sequéncia
nucleotidica como base de busca, desta forma, procurou-se no banco de dados
de sequéncias de referéncia de RNAs (refseg-RNA) sequéncias que
apresentariam homologia com as sequéncias de cana-de-acucar. Desta forma,
teve-se como resultado referente ao SCARP1, o RNAmM de uma proteinas
hipotética de Sorghum bicolor (gi:242054696/ref:XM_002456449.1) e, com
relacdo a SCARP3, o RNAmM mensageiro também de uma proteina hipotética do
mesmo organismo (gi:24205469/ref: XM _002456448.1), com essas sequéncias
de RNAm foi possivel descobrir de que parte e em qual cromossomo do S.
bicolor tais RNAmMs se originaram, foi encontrado que ambos sao oriundos do
cromossomo 3 do S. bicolor (gi:242060088), na posi¢cao 65246632-65250387 pb
para o primeiro e 65240591-65246229 pb referente ao segundo RNAm, logo tais
seguimentos do cromossomo foram alinhados com as sequencias de cDNA das
ScARPs e foi verificado as posi¢des que alinhavam e inferido a existéncia dos
exons. O alinhamento foi feito por meio de Clustaw , tendo em vista o
alinhamento de cédons entre as sequéncias, a visualizacdo e analise se deu por
meio do programa Mega 5.10 (TAMURA et al., 2011).

4.4. Transformacédo das plantas utilizando os cassetes de superexpressao.

As plantas de Nicotiana tabacum foram transformadas por meio da
utilizacdo do sistema de Agrobacterium tumefaciens ABI carregando o cassete
de superexpressdo em ambas as orientagdes - senso e antisenso (figura 8) (AN
et al.,1986; BEVAN, 1984).
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Figura 8— Cassetes de superexpressdo. Representacdo esquematica do cassete de super-
expressdo em orientacao anti-senso (A) e senso (B). A sigla CaMV35S representa o promotor
do virus 35S promotor forte e constitutivo, nptll — Gene de resisténcia ao antibiético canamicina,
ARP1 - sequéncia de ScARP derivada de cana-de-aglcar, LacZ — gene lacZ de E. coli que
codifica B-galactosidase. polyAAA — cauda poli-adenilada, os triangulos indicam sitios das

enzimas de restricdo que foram utilizadas para inserir a sequéncia de interesse.

LacZ polyAAA LB
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= 8

Hind 1l
Spit
Psti

Fonte: Autoria propria.

No protocolo de transformacéo as bactérias A. tumefaciens contendo o
cassete de super-expressao (figura 9) foram crescidas em meio liquido Luria-
Bertani (LB) acrescido de antibioticos estreptomicina (100 pg/mL) e rifampicina
(100 pg/mL), em seguida estas foram colocadas para crescer em uma
incubadora Tecnal TE420 a 28 °C com agitacdo a 250 RPM por 48 horas.
Decorrido este tempo, a solugdo contendo as bactérias foi centrifugada por 15
minutos por 5.500 xg e o meio LB foi descartado e as bactérias foram
ressuspendidas agora em meio Murashige and Skoog Basal Salt mixture (MS)
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) (4,3 g/L do Sigma 5524), 30 g/L de sacarose em pH
5,8). Todo o meio MS utilizado em todas as etapas foi 0 MS5524 (Sigma). Esta

cultura bacteriana foi colocada agora em contado com os discos foliares das
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plantas de tabaco por 5 min (figura 9 item 2). Depois, estes discos foram
transferidos para uma placa com meio MS contendo 30 g/L de sacarose, pH 5,8
e permaneceram ali por 48 horas sem a incidéncia de luz. Decorrido este tempo,
estes discos foram agora transferidos para uma nova placa contendo o meio MS
com 30 g/L de sacarose em pH 5,8 e acrescidos por canamicina 100 pg/mL,
Meropenem 100 pg/mL, benzilaminopurina (BAP) 100 pg/mL e &cido naftaleno
acético (NAA ou ANA) 10 pg/mL (figura 9 item 3). Depois de 2 meses, foi
observado a formacé&o de calos que foram entéo transferidos para potes de vidro
estéril contendo meio MS acrescidos com 0os mesmos horménios anteriores.
Quando a plantula foi formada a partir desses calos (gemas) esta foi transferida
para outro pote estéril contendo agora somente meio MS com 30 g/L de
sacarose, pH 5,8 acrescido com o antibiético canamicina 100 pug/mL para o
desenvolvimento da raiz (figura 9 item 4). SO depois do desenvolvimento do
sistema radicular as plantulas foram transferidas para vasos contendo
vermiculita e himus na proporcao (1:1) previamente autoclavados (figura 9 item
5).

As plantas foram acompanhadas ao longo do seu desenvolvimento em
terra, sendo acrescido fertilizante liquido NPK (Nitrogénio, Fosforo e Potassio),
na proporcao de nitrogénio 16g/L, fosforo 23 g/L, potassio 31 g/L e enxofre 34,5
g/L, foram utilizados a medida de 15 mL diluidos em 1 litro de agua, em intervalos
de 15 dias. Os frutos foram recolhidos e as sementes foram retiradas,

armazenadas em eppendorfs e mantidas a 4°C.
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Figura 9 - Transformacéao utilizando Agorabacterium tumefaciens.Esquema do processo de
transformagdo por intermédio da Agrobacterium tumefaciens, nas plantas de Nicotianum
tabacum. O nimero 1 representa a retirada de folhas N. tabacum; 2- Corte dos discos foliares
que séo colocados em contado com uma solugcdo contendo A. tumefaciens, 3- Os disco sdo
colocados em meio Ms solido acrescido de horménios; 4 — Quando as plantulas comecam a se
formar séo transferidas para um recipiente maior; 5- quando atingem certo tamanho séo

transferidas para a terra.

Fonte: Autoria propria.
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4.5. Andlise do desenvolvimento das plantas transformadas e coleta de

sementes.

As sementes obtidas foram coletadas das plantas TO (plantas que
sofreram o0 processo de transformacédo). Estas sementes foram colocadas para
germinar em meio MS (descrito no item 4.4) acrescido com o antibiético
canamicina na concentracao final de 100 pg/mL para selecionar as sementes
que continham o cassete de superexpressdo. Quando estas plantulas
apresentavam mais ou menos 10 cm de altura, estas foram transferidas agora
para a terra (planta T1). Estas plantas cresceram em terra e suas sementes
também foram recolhidas (sementes T2). Estas sementes também foram
germinandas na presenca de meio MS acrescido com o antibiético canaminina

na concentracao de 100 pg/mL.

Assim, as plantas potencialmente transgénicas contendo o cassete de
super-expressdo no sentido anti-senso foram analisadas segundo 0 seu
fendtipo, tendo como parametros de observacdo a comparacdo com os controles
(tabaco selvagem). Neste periodo foi analisado o tempo de germinacao,
morfologia da folha e de outros 6rgdos vegetais, tempo de desenvolvimento,
quantidade de sementes produzidas. Tais parametros foram analisados em
todas as geracoes (TO, Tl e T2).

4.6. Germinacao das sementes transgénicas

As sementes de N. tabacum selvagens e de plantas potencialmente
transgénicas foram transferidas para tubos conicos estéreis de 1,5 mL em
condicdes estéreis em fluxo laminar (cabine de seguranca biologica, PA 410,
Pachane) e foram desinfestadas com 1,0 mL de uma solugao Triton 0,1 %/ Alcool
70% (1:1000). Estas sementes foram agitadas manualmente durante cinco
minutos e depois esta solugédo foi retirada e foi adicionado 1 mL de alcool a 95%.

As sementes foram agitadas e esta solucdo foi novamente descartada. Este
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processo foi realizado mais duas vezes para posterior transferéncia destas
sementes para um papel filtro previamente autoclavado. Neste papel, as
sementes secaram a temperatura ambiente no fluxo laminar por uns 5-10 min.
Em seguida, estas sementes foram transferidas para placas de petri contendo
meio Murashige and Skoog (MS) Sigma 5524 sélido (4,3 g/L acrescido com
sacarose 30 g/L e agar 8 g/L pH 5,8) e acrescido com o antibiético de canamicina
100 pg/mL. As placas contendo as sementes desinfestadas foram mantidas a
uma temperatura de 4 °C por um periodo de 48 h. Decorrido este periodo, estas
placas foram transferidas para BOD a 23 ‘C em fotoperiodo de 12 h (MA 403
Marconi). A taxa de germinacao foi calculada como o nimero de sementes que

germinou (Sg) com relacdo a numero total de sementes presente na placa (ST):
Sg/ ST x 100 = Taxa de germinacdo em %

A observacao das sementes e o calculo da taxa de germinacéo se iniciou
quando foi observada a germinacédo das primeiras sementes (emergéncia da
radicula), a partir deste dia foi observado em intervalos de dois dias a
germinacao das sementes. Também foi realizada uma analise do fendtipo das
sementes por meio da observacdo do tempo de germinacdo das sementes no
periodo de 30 dias. Os dados coletados foram registrados em tabelas e devem
ser submetidos a andlises estatisticas.

4.7. Medicdo do comprimento das folhas de Nicotiana tabacum.

Para a analise da area foliar foi utilizada a sexta folha de plantas de
Nicotiana tabacum com 5 meses de idade, tanto das plantas transgénicas da
geracdo T1 (linhagens 14, 1 e 2) quanto da planta selvagem (controle).. Tais
analises foram realizadas utilizando-se o programa de processamento de
imagem e analise no java -IMAGEJ (http://imagej.nih.gov/ij/index.html). Para esta
analise foram retiradas 5 folhas de cada planta pertencente a cada linhagem (14,
1 e 2) como também da planta selvagem (controle). Depois que o resultado foi

obtido foi realizado o calculo da média aritmética dos valores e desvio padréo r
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foi analisado no programa Excel 2013, e os graficos box-plots foram

desenvolvidos pelo programa ioGAS 4.4

4.8. Extracao de DNA das folhas de Nicotiana tabacum

Para a confirmac&o da presenca do cassete de super-expressao foram
inicialmente retirado amostras das folhas das plantas N. tabacum potencialmente
transgénicas e selvagem. Estas amostras foram armazenadas em tubos cénicos
de 1,5 mL no freezer -18 °C. Para o processo de extracédo de DNA foi adicionado
a cada tubo 400 pL do tampéao de extracao para PCR (Tris pH 7,5 200 mM/ EDTA
25 mM/ NaCl 250 mM/ SDS 0,5%). A amostra foi macerada nesse tubo conico
contendo tampdo e com o auxilio de um pistilo. Apos este processo, foi
adicionado 400 pL de cloroférmio. Este tubo foi homogeneizado manualmente,
e em seguida centrifugado (Mikro 200R, Hettich Zentrifugen) por 10 minutos
11.519 xg a 20 °C. Decorrido este tempo, o sobrenadante foi transferido para um
novo tubo e a este foi adicionado 400 pyL de isopropanol. O tubo foi ent&o
misturado e centrifugado por 15 minutos a 11.519 xg a 20 °C. Apds este tempo,
o precipitado formado foi entdo lavado com 150 pL de etanol 70% e novamente
centrifugado por 10 minutos a 11.519 xg a 20 °C. O sobrenadante foi retirado e
o tubo foi colocado na estufa a 50 °C para secar por 2-5 min. Apds esta etapa, o
precipitado foi ressuspendido em 100 pL de &agua milliQ previamente
autoclavada e estocado a -18 °C até o momento da metodologia de PCR para

verificacdo do cassete de superexpressao.

4.9. PCR

As amostras de DNA obtida no item acima foram submetidas a
metodologia de PCR. Primeiramente, foi feito um Mix com o0s seguintes

componentes advindos do kit Gotaq Flexi DNA polymerase da Promega - 1X de
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5x Green GoTag Flexi Buffer, MgCl2 2,5 mM, dNTP 0,7 mM, primer upstream de
canamicina (0,6 pmol), primer downstream de canamicina (0,6 pmol) e GoTaq
DNA polymerase (2 U). Deste mix foram tranferidos 22,5 pL para cada tubo
conico de 0,2 mL e a este foi adicionado 2,5 pL de DNA proveniente da extracao
de DNA de cada amostra (plantas potencialmente transgénicas e selvagem).
Depois, o tubo contendo o Mix + DNA foi transferido para a maquina de PCR
(eppendorf Mastercycler) com o programa descrito a seguir:

Tabela 2 — Programa de amplificacdo por meio da PCR.

Etapa Temperatura Tempo Numero de
ciclos
Desnaturacao 95°C 2 minutos 1 ciclo
inicial
Desnaturacao 95°C 45 segundos 35 ciclos
Anelamento 42-65 °C 45 segundos 35 ciclos
Extenséo 72 °C 1 minuto 35 ciclos
Extenséo final 72 °C 5 minutos 1 ciclo
Soak 4°C indefinido 1 ciclo

ApoOs a reacao de amplificacdo, as amostras foram separadas em um gel
de agarose 1 % (em tampao TAE 1X) em corrente de 50 mA e 60 V por 1 hora e
meia. As amostras foram acrescidas de Sybr green | strain Lonza (1:100). Este
gel foi visualizado por meio do programa I-pix loccus biotecnologia molecular

imaging.

5.0 Extracdo de RNA

Foram retirados diferentes tecidos das plantas de cana-de-acucar (folhas,
raizes, flores). Estes foram triturados em nitrogénio (N2) liquido até obtencgéo de
um po. Ao término da maceracdo, as amostras foram colocadas em tubos
previamente gelados e foram acrescentados 2 mL de tampé&o Trizol (Invitrogen).
Esse material foi congelado rapidamente em N2 liquido e descongelado a
temperatura ambiente por 5 minutos. Ao término deste intervalo de tempo, foi

adicionado 400 pL de cloroformio, vortexado por 15 segundos e mantido a
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temperatura ambiente por 15 minutos. ApGs esse tempo, estes tubos foram
centrifugados durante 15 minutos a 5.000 xg a 4 °C (centrifuga 5804 R
eppendorf. O sobrenadante foi transferido para novos tubos, nestes foram
acrescentados de 500 uL de isopropanol. O material foi misturado e mantido a
temperatura ambiente por 15 minutos, em seguida os tubos foram centrifugado
durante 15 minutos a 5.000 xg e a 4 °C. O sobrenadante foi entdo descartado e
o precipitado lavado com 100 pL de etanol a 70% e seco a temperatura ambiente.
As amostras foram ressuspendidas em 60 pL de H20 ultra pura com DEPC 0,1

% e o material foi guardado no freezer a — 80 °C para posterior utilizagéo.

As amostras foram quantificadas em espectofotbmetro, obtendo a
absorbancia a 260 nm e calculando a concentracdo a partir da seguinte formula:
[RNA] = D.O. x valor da diluicdo x correcdo p/ RNA (40) = pg/mL. Para a
verificacdo da qualidade do RNA, este foi analisado tanto por espectofotometria
como por meio de uma eletroforese em gel de agarose 2 % contendo 0,5 pg/mL
de brometo de etidio (SAMBROOK; RUSSEL, 2001).

5.1. Amplificacdo do cDNA

De modo a produzir o cDNA, foram utilizados 10 ug de RNA total .
Primeiramente as amostras (10ug de RNA total) foram tratadas com DNAse
(Ambion) de acordo com o protocolo do fabricante. A partir do material tratado
foi realizado a producdo do cDNA utilizando 3 ng de RNA total previamente
tratado com DNAse. Para esta reacdo foi utilizado o High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kits (life Technologies) de acordo com as recomendagdes
do fabricante. O produto final foi diluido com a adi¢cdo de 180 pL H20 ultra pura
autoclavada contendo 0,1% de DEPC.

A gqualidade do cDNA foi avaliada através da realizagdo de uma PCR,
utilizando primers para a seqiiéncia de um gene com expressao constitutiva (EF
fator de elongacédo). Nesta reagdo foram usados 15 ng do cDNA diluido, 10 uL

de Sybergreen (Applied Biosystem) e 0,05 pM de primer foward, 0,05 pM do
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primer reverse num volume final de 10 uL. Esta reacao foi testada no aparelho

Step one (Applied Biosystem).

5.2. qRT-PCR

As reacoes de PCR em tempo real foram realizadas utilizando um volume
final de 20 puL, para isso, foram utilizandos cDNA (15 ng), primer foward (0,05
pMol), do primer reverse (0,05 pMol) e 10 uL de Syber-green (Applied
Biosystem). A amplificagéo foi conduzida utilizando o programa padrdo em
incubac®es iniciais a 50°C por 2 min, 95°C por 2 min e seguidas de 40 ciclos de
95°C por 15 s e 60°C por 30 s. Os experimentos foram realizados utilizando 3
replicatas biolégicas e para cada uma foram realizadas 3 repeticbes técnicas
Nesses experimentos foram utilizados como controle enddégeno primers para 0s

genes Fator de Elongacéo e o gene Ubiquitina.
Primers utilizados:

SCARP1RTF 5" GGTAGTGGATCGCCTATTCACGTT 37
SCARP1RTR 5" AAGATGTGTTATTCGGTGGGATGC 3';
SCARP3RTF 5" AGCGATGCTTATTCCTGAGGGTTT 3;
SCARP3RTR 5" TGGATATTCCAATCTGCTCAGTGC 37
EF1aRTF 5" AAGGCCCGTTATGATGAGATTGTG 3;
EF1aRTR 5" CAAAACCAGAGATTGGGACGAAAG 37
UBQRTF 5 -GTCAAGACCCTCACTGGCAAGACT 37
UBQRTR 5 -GATTCCCTCCTTGTCCTGGATCTT 3.
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6. RESULTADOS

6.1. Andlise das sequéncias SCARP1 e SCARP3.

As sequéncias alvo de estudo deste trabalho foram resultado de um
estudo prévio onde Agnez-Lima et al. (2001) as identificaram no banco de dados
SUCEST (http://www.fapesp.br). Estas duas sequéncias sdo homodlogas a
proteina AP endonuclease de Arabidopsis thaliana - AtARP (At2g4160.2) - e
assim foram denominados em ScARP1 e ScARP3, sendo Sc proveniente do
género Saccharum e ARP indicando a homologia a enzima AP endonuclease de
A. thaliana.

Primeiramente, dispondo das sequéncias cana-de-acucar, foram
identificados os dominios caracteristicos da superfamilia Exonuclease-
Endonuclease-Phosphataseb (EEP), e dentro desta superfamilia esta incluso as
subfamilia Escherichia coli exonuclease 1l (Exolll-like_AP-endo) e a subfamilia
Human Apel-like subfamilia da familia Exolll purinic/apirimidinic (AP)
endonucleases (Apel-like_AP-endo). O dominio EEP inclui todas as enzimas
que compartilham um mecanismo comum: a clivagem catalitica de ligacbes
fosfodiéster. Com relacdo as sequéncias de ScARPs foi observado que as
proteinas estdo inclusas nesta superfamilia anteriormente descrita (figura 10).
Nesta figura se evidencia os dominios conservados anteriormente descritos em
ambas as sequéncias SCARP1 e SCARP3.

Posteriormente, foi realizada a comparacdo das ScARPS com as
sequéncias da Apex 1 humana e a Exonuclease Il (Exo3) de E.coli, por meio de
um alinhamento demonstrado na figura 11, pode-se notar a conservacao de
sitios esséncias para a manutencdo da atividade da enzimas, tal como o sitio
ativo, sitios de ligacdo com metais, que seriam cofatores enzimaticos, e de sitios
de intereacdo com o substrato. Desta forma, esta relacdo entre todas as
sequéncias ,tanto nas sequéncias de cana-de-acucar quanto as provenientes de
outros organismos (humano e bactéria), fortalece a inclusdo das SCARPs dentro

do grupo das enzimas AP endonucleases.
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Figura 10 - Dominios conservados das sequéncias SCARP1 e SCARP3. Representacao das
superfamilias a que pertence, além dos sitios: cataliticos putativos, sitios de ligacdo ao DNA, de
ligacdo AP (purinico e apirimidico, ou seja sitios abasicos), de ligagdo de metais e putativos de
ligacdo com o fosfato. A — sequéncia de SCARP1. B — sequéncia de SCARP3.
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Fonte: Autoria propria.

Figura 11 — Alinhamento das sequéncias de Ap endonucleases. Alinhamento de sequencias
de aminoacidos de organismos diferentes:EX3 de Escherichia coli (P09030), Apex1- Humana
(P27695) e SCARPS (1 e 3) de cana-de-agUcar. Destacando-se em azul o sitio ativo, em amarelo
o sitio de ligacéo ao cofator enzimatico (magnésio), em cinza um sitio importante para atividade

catalitica e em verde o sitio de interacdo com o substrato da enzima que seria 0 DNA.
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Fonte: Autoria prépria.
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Tendo em vista, a presenca dos dominios caracteristicos de uma AP
endonucleases, foi analisado entéo o alinhamento das duas proteinas SCARPs
com a proteina AtARP do modelo Arabidopsis, da qual elas seriam homologos.
A figura 12 representa o alinhamento obtido com o programa ClustalQ). Nesse
alinhmento podemos observar que n&o ocorreu um alinhamento destas
sequéncias na porcdo 5 com a sequéncia proteica de Arabidopsis. Este
resultado levanta uma hipotese que a parte que nado alinha poderia indicar um
possivel sinal de enderecamento para organelas.

Para verificarmos esta hipotese, primeiramente foi realizado uma anélise
dos provaveis sitios de inicio da transcricdo (TIS) com o auxilio do programa
NETSTART Servidor v.1.0 e depois analisado com o programa WoLF PSORT
Server. Esse programa calcula um score (valor de pontuacdo) para esse
provavel enderecamento. Os valores que o0 programa considera como provavel
sdo valores acima de 5,0. Assim quanto maiores que 5, maior serd a
probabilidade do enderecamento para o organela ser “real’. Os resultados
obtidos para as duas sequéncias de cana-de-acuUcar estdo apresentados na
tabela 3. Pode-se verificar que para a sequéncia SCARP1 o primeiro TIS (sitio
de inicio da transcricdo) foi encontrado na posicdo 92 com um valor de
pontuacao de 6,0, sugerindo que a proteina putativa pode ter um direcionamento
para mitocéndria. O segundo TIS encontrado foi na posicdo 149 e com uma
pontuacdo de 7,0 que sugere um provavel direcionamento da proteina alvo para
0 nucleo da célula. O terceiro TIS apresentou valores inferiores de 5,0, assim
nao foram considerados. Sendo o sitio escolhido seria aquele que apresentava
0 maior score, desta forma sendo o segundo TIS (posicédo 149).

Para a sequéncia SCARP3, o TIS foi identificado na posi¢cdo 170 com os
valores de 6.5 ou 6.0 de pontuacédo. Estes valores foram associados com o
direcionamento para mitocondrias ou para cloroplasto/mitocéndrias,

respectivamente (Tabela 3).
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Figura 12 — Alinhamento das sequéncias homélogas a AP endonuclease. Representacdo do
alinhamento obtido entre as sequéncias de aminoacidos de ScARP1, SCARP3 e AtARP . A
colorac@o em vermelho mostra a o local onde as sequéncias se alinham.
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Tabela 3 - Posicdo do sitio de inicio da transcricdo (TIS) com relacdo aos scores encontrados
das proteinas ScARP1 e ScCARP3 com relacdo as para organela alvo.

Posicéao Sequéncia Nucleo | Cloroplasto somente somente Citoplasma ou
pb e Cloroplasto | Mitocoondria Mitocondria
Mitocondria

92 ScARP1_1°ATG 3.0 5.3 3.5 6.0 3.8

149 ScARP1_22ATG 7.0 3.0 1.0 0 0

235 ScARP1_32ATG 2.0 1.0 2.0 0 0

260 ScARP1_42ATG 3.0 5.0 0 0 0

170 SCcARP3_12ATG 3.0 6.0 6.5 4.5 0

Considerando estes resultados, em cana-de-acucar ha duas sequéncias
homologas com provavel direcionamento dessas proteinas para organelas

diferentes quando comparado com o modelo vegetal Arabidopsis.

6.2. Andlise filogenética das sequéncias.

Tendo em vista os diferentes enderecamentos celulares obtidos para as
duas sequéncias SCARPs em cana-de-acucar foi realizada uma andlise
filogenética, tentando observar se tal fenémeno se reflete em outros organismos.

Assim sendo, foi realizada primeiramente uma pesquisa de similaridade
no GenBank obtendo-se 28 sequéncias proteicas homoélogas a ARP
pertencentes ao taxon Viridiplantae (tabela 1). Nesta analise foram incluido os
genes paralogas e ortdlogos. Foram obtidas sequéncias das algas verdes
unicelulares Ostreococcus lucimarinus e Ostreococcus Tauri COMO Qrupos
externos. O modelo mais adequado para o alinhamento obtido utilizando o
modelo de probabilidade WAG foi baseado num método de maxima
probabilidade aproximada para estimar uma matriz de substituicdo de
aminoacidos de proteinas globulares (WHELAN; GOLDMAN, 2001).
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O dendograma consenso de todas as seis arvores independentes
realizadas esta representado na figura 13. Nos ramos basais, a arvore da
proteina ARP foi semelhante para a filogenia Viridiplantae, na qual pode ser
observado que os organismos unicelulares, tais como algas verdes e Volvox,
Chlamydomonas, além do grupo externo, e Chlorella como um individuo de ramo
parafiléticos a um clado embridfitos (plantas terrestres). Dentro deste ultimo
grupo, dois subgrupos estao claramente identificados, os de plantas terrestres
primitivas, representados pela taxa Physcomitrella (Bryophyta) e Selaginella
(Lycopodiophyta) (figura 13), este clado também incluiu as espécies coniferas
representadas por Picea e Pinus (Pinophyta). O outro subgrupo que foi
observado inclui as sequéncias de Angiospermas, separados em dois clados
distintos. Curiosamente, as duas proteinas SCARPs foram agrupados em dois
diferentes ramos (figura 13). Pode-se observar que enquanto ScARP1 foi
incluida em um ramo em conjunto com outros membros da familia Poaceae
(Monocotiledoneas), a sequéncia proteica SCARP3 foi agrupada com outros
membros da familia Poaceae, que por sua vez, estariam préximos de um grande
clado que incluem tanto os membros de dicotiledbneas e como da familia

Poaceae.
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Figura 13- Dendograma das sequéncias scARP1 e scARP3. As sequéncias foram alinhadas
utilizando o programa MAFFT v.6.85 ao nivel dos aminoacidos com o L-INS-i e algoritmo
CLUSTAL Q v.1.0.3, com os parametros de alinhamento personalizados. Os dendogramas foram
calculados com base em uma analise Bayesiana usando MrBayes 3.1.2 e BEAST v.1.7. Esta
arvore foi obitida com um consenso com 1.000.000.
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6.3. Andlise de introns e exons das sequéncias

Considerando que na figura 13 foi observado que as duas sequéncias de
cana-de-agUcar estdo proximas filogeneticamenta das sequéncias encontradas
em Sorghum, entdo utilizamos essas sequéncias de modo a identificarmos
comparativamente uma possivel organizacéo estrutural dos genes em cana-de-
acucar e do grupo em questdo. Assim, esta organizacao estrutural pode ser
inferida quando se alinhou primeiramente o cDNA ScARP1 o gene de S. bicolor
(gi:242060088 - posicdo 65246632-65250387) o cDNA XM_002456449.1
correspondente. Na figura 14, observamos que estas sequéncias sao formadas

provavelmente por 36 exons com tamanhos variando de 47 pb até 415 pb .

Figura 14 — Anédlise estrutural do gene ScARP1. Representacdo da disposicdo dos Exons

derivados do alinhamento do cDNA de ScARP1 com gene de Sorghum bicolor
,(0i|242060088:65246632-65250387).

gi|242060088:65246632-65250387 Sorghum bi-
color chromosome 3

CDNA - scARP1

Fonte: Autoria propria.
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No caso do cDNA ScARP3, foi observado, por meio do alinhamento com
0 cDNA do RNAmM de Sorgum (gi:24205469/ref:XM_002456448.1) e seu gene
correspondente (gi:242060088 na posicao 65240591-65246229), que poderia se
inferir a existéncia de 32 exons. Estes exons teriam um tamanho variando de 39
pb até 238 pb

Figura 15 — Anédlise estrutural do gene ScARP3. Representacdo da disposicdo dos Exons
derivados do alinhamento do cDNA de ScARP3 com gene de Sorghum bicolor ,(gi|242060088:
65240591-65246229).

0i[242060088:65240591-65246229 Sor-
ghum bicolor chromosome 3

cDNA ScARP3

Fonte: Autoria propria.

6.4. Obtencdo das sequéncias de DNA ligase | em cana-de-agucar.

Como encontramos para as sequéncias SCARPs uma duplicacdo e um
novo direcionamento de organelas. Pretendemos também analisar
filogeneticamente a via de reparo BER como um todo na planta de cana-de-

acucar. Desta forma, nessa primeira etapa foram escolhidas as DNA ligases que
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compdem a via BER. Com relacdo a DNA ligase Ill e DNA ligase IV nao foi
encontrado nenhum resultado da presenca de sequéncias homdlogas destas
enzimas dentro do banco de dados das sequéncias de cana-de-agucar no DFCI
(http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/plant.html). Para a sequéncia com homologia
a DNA ligase | foram identificadas duas sequéncias homologas, uma similar a
sequéncia de DNA ligase | humana que foi denominada de ScLig 1.1, e outra

similar a sequéncia de DNA ligase | de A. thaliana que foi nomeada de ScLig 1.2.

As sequéncias de DNA ligase | provenientes de cana-de-acucar
apresentam 916 nucleotideos, isso referente a ScLig 1.1, enquanto a outra
sequéncia scLig 1.2 apresenta 1238 (figura 16), tais dados podem ser
observados na tabela 4. Com relacdo as proteinas putativas ScLig 1.1 e ScLig
1.2 estas apresentam 214 e 321 aminoacidos respectivamente (figura 17).
Analisando estas sequéncias observa-se nos dominios conservados a presenca
dos sitios ativos e sitios de ligacdo com o DNA, além das sequéncias estarem
enquadradas no grupo ATP- dependente DNA ligase | com o dominio de ligagédo
oligonucleotideo/oligassarideo (OB)-fold (OBF_DNA _ligase 1), sendo um grupo
gue abrange polinucleotideos dependentes de ATP e enzimas As enzimas DNA
Ligases que catalisam a formacéo de ligacdes fosfodiéster, usando substratos
de &cidos nucleicos, tais sequéncias pertencem também a superfamilia dominio
de adenilacdo de proteinas similares a DNA ligases dependentes de ATP
(Adenylation_DNA ligase _like) e DNA ligase | com o dominio de ligacdo
oligonucleotideo/oligassarideo (OB)-fold (OBF_DNA ligase_family) (figura 16 e
17).

Tabela 4 — Tamanho das sequéncias de DNA ligase | de cana-de-agucar (ScLig 1.1 e
Sclig 1.2).

Nome Tamanho ( nucleotideos,
proteinas)
SclLig 1.1 916 nucléotideos
214 aminoacidos
ScLig 1.2 1238 nucleotideos
321 aminoacidos
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Figura 16. Dominios conservados das sequéncias de nucleotideo ScLig 1.1 e ScLig 1.2.
Representacé@o esquematica dos dominios obtidos para as sequéncias de nucleotideo ScLig 1.1
e SclLig 1.2 mostrando as superfamilias a que pertencem. Os tridngulos em vermelho
representam o sitio de ligacdo ao DNA ja os tridngulos em azul representam o sitio ativo. A —

sequéncia nucleotidica de ScLig 1.1. B- sequéncia nucleotidica de ScLig 1.2.
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Figura 17 — Dominios conservados das sequéncias de aminoacidos SclLig 1.1 e ScLig 1.2.
Representacdo esquematica dos dominios conservados obtidos para as sequéncias de
aminoacidos SsclLig 1.1 e ScLig 1.2 mostrando as superfamilias a que pertencem. Os tridngulos
em vermelho representam o sitio de ligacdo ao DNA ja os triangulos em azul representam o sitio

ativo. A — sequéncia proteica de ScLig 1.1. B- sequéncia proteica de ScLig 1.2.
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Com o intuito de verificar a conservacéao entre estas sequéncias proteicas
de cana-de-acucar foi realizado um alinhamento utilizando o programa ClustalQ
entre as sequéncias de cana-de-agucar e a DNA ligase | de A. thaliana. Neste
alinhamento observa-se que a identidade foi de 78 % com relagdo a ScLig 1.1
enquanto a SclLig 1.2 apresenta identidade de 38%, quando colocadas para
alinhar entre elas (ScLlgs) obteve-se a indetidade de 41%, tais dados sé&o
evidenciados na tabela 7. Assim sendo, com os dados do alinhamento e as
analises anteriores, evidencia-se a caracterizacao destas sequéncias de cana-

de-acucar como enzimas incluidas dentro do grupo das DNA ligases I.
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Tabela 5 — Identidade entre as sequéncias de DNA ligase | de cana-de-acUcar e a

sequéncia de DNA ligase | de Arabidopsis thaliana quando alinhadas entre si.

Sequéncias Identidiade Identidade Identidade
DNA ligase | ScLig 1.1 ScLig 1.2
(Arabidopsis
thaliana)
ScLigl.1 78% - 41%
ScLigl.2 38% 41% -

6.5. Andlise filogenética das sequéncias de SclLlg 1.1 e ScLig 1.2 e
localizacédo subcelular.

Com base nos resultados obtidos acima para as sequéncias SCARP,
realizamos a mesma abordagem para as sequéncias ScLig. Na tabela 6
observamos que a sequéncia proteica para ScLig 1.1 pode ser direciona tanto
para o cloroplasto como para o citosol, enquanto a sequéncias ScLig 1.2 se
direciona apenas para o nucleo.

Essa andlise foi ampliada para as sequéncias homologas identificadas
nos bancos de dados para outras plantas e que foram utilizadas para as analises
filogenéticas. Nessas tabelas observa-se que para as sequéncias com
homologia a ScLig 1.1 séo direcionadas ou para nucleo ou para cloroplasto ou
mitocondria (Tabela 7 ), enquanto que as sequéncias com homologia a ScLig 1.2
sao direcionadas para o nucleo ou nucleo/cloroplasto (Tabela 8 ).

O dendograma permite observar que a sequéncia ScLig 1.2 ficou
localizadas em um grupo especifico, na qual ficou denominado de grupo 1 (figura
18), tal grupo é representado por um quadrado cinza, e as sequéncias que 0
compdem compartilhavam, em sua maioria, 0 mesmo enderecamento subcelular

da sequéncia de DNA ligase | de cana-de-acucar, especificamente a ScLigl.2,



66

como foi expresso na tabela 8. A sequéncia ScLig 1.1, por outro lado, ficou
localizada em outro grupo diferente que foi nomeado de grupo 2 (figura 18),
grupo em destaque em quadrado de coloragéo verde, tal como observado no
grupo 1, as sequéncias pertencentes ao grupo 2 compartilham enderecamentos
subcelulares em comum (tabela 7). Nota-se que ambas as sequéncias de ScLigs
ficaram agrupadas no clado pertencente ao grupo das gramineas constituido
pelos represententes Setaria italica, Oryza sativa, Brachypodium distachyon,
Sorghum bicolor e Zea mays. Contudo, este grupo das gramineas (incluindo as
SclLig) se subdividiu em dois grandes grupos (grupo 1 e 2), 0 que sugere a
possibilidade de duplicacdes de genes e possiveis alteracdes no direcionamento
da atuacéo da enzima, como apresentado nas tables 7 e 8. No entanto, pode-se
verificar que nem todas as sequéncias enquadradas dentro das gramineas
sofreram duplicacdo, assim sendo, existem sequéncias presentes no grupo 2
que nao tem representantes no grupo 1, indicando que sé existe uma copia desta
sequéncia, mas essa observacao sé se deteve a poucas sequéncias, sendo que
a grande maioria apresentou a duplicacdo, ou seja foi observado sequéncias
correspondentes nos dois grupos. De modo geral esse resultado obtido para as
Scligs foi semelhante ao encontrado para as sequéncias SCARPS, pois nestas
também foi observado a existéncia de direcionamento subcelular distintos.
Contudo tais dados ainda séo superficias para de fato afirmar a existéncia de
uma duplicacdo do genoma como um todo dentro do grupo das gramineas, 0
que se faz necessério aprofundar analises na filogenia destas sequéncias e de

outras a serem adicionadas em trabalhos futuros.

Tabela 6 - Localizagdo subcelular das sequéncias ScLig 1.1 e ScLig 1.2. nucl.- Ndcleo, cyto —

Citosol, plas- membrana plasmaética, chlo — Cloroplasto, nucl. Plas —-Membrana nuclear.

Nome Localizacao subcelular
SclLig 1.2 nucl: 9.0, cyto: 2.0
ScLig 1.1 chlo: 5.0, cyto: 5.0,
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Tabela 7 - Localizacdo subcelular das sequéncias homologas a scLigl.1l. nucl.- Nicleo, cyto —
Citosol, plas- membrana plasmatica, chlo — Cloroplasto, nucl. plas -Membrana nuclear, vacu —
Vacuolo, mito —Mitocondria, cysk —Citoesqueleto.

Espécie Numero de acesso Localizacéo
subcelular
Physcomitrella patens Ppl1s223_54V6.1 chlo: 6.0, cyto: 5.0,
Selaginella 97073 E.R.:5.0
moellendorffii
Sorghum bicolor Sb01g018700.1 chlo: 14.0
Zea mays GRMZM2G071304 T01 chlo: 9.5, chlo_mito: 7.3
Panicum virgatum Pavirv00005082m nucl: 7.0, cyto: 5.0
Setaria italica Si034340m cyto: 5.0,
Oryza sativa LOC 0s10g34750.1 cyto: 7.0, nucl: 5.0
Brachypodium Bradi3g29530.1 cyto: 7.0
distachyon
Aquilegia coerulea Agquca 030 00029.1 nucl: 6.0, cyto: 5.0,
Solanum lycopersicum | Solyc11g066370.1.1 chlo: 13.5, chlo_mito: 7.5
Mimulus guttatus mgv1a001933m nucl: 5.0
Vitis vinifera GSVIVT01031470001 cyto: 7.0, chlo: 6.5,
Manihot esculenta cassava4.1_002267m chlo: 9.5, chlo_mito: 5.5,
Ricinus communis 29589.m001253 chlo: 4.5
Linum usitatissimum Lus10016149 chlo: 11.5, chlo_mito:
6.5,
Populus trichocarpa Potri.009G005900.1 nucl: 6.0
Citrus clementina Ciclev10027871m chlo: 9.5, chlo_mito: 6.0
Citrus sinensis orangel.1g003762m chlo: 13.5, chlo_mito: 7.5
orangel.1g003632m chlo: 12.5, chlo_mito: 7.0
Fragaria vesca mrna24620.1-v1.0-hybrid mito: 4.0
Malus domestica MDP0000786815 cyto: 7.0, cysk: 3.0
Theobroma cacao ThecclEG042160t1 chlo: 11.5, chlo_mito: 7.0
Gossypium raimondii Gorai.003G146000.2 chlo: 12.5, chlo_mito: 7.3
Eucalyptus grandis Eucgr.J00386.1 chlo: 12.0
Cucumis sativus Cucsa.385730.1 chlo: 11.5, chlo_mito: 7.0
Carica papaya evm.model.supercontig 1.10 | cyto: 5.0
Brassicarapa Bra031612 chlo: 10.5, chlo_mito: 6.0
Capsellarubella Carubv10008341m chlo: 8.5, chlo_mito: 6.0
Arabidopsis thaliana AT1G08130.1 chlo: 8.5, chlo_mito: 6.0
Phaseolus vulgaris Phvul.011G085900.1 chlo: 12.0
Glycine max Glymal2g08600.1 chlo: 12.5, chlo_mito: 7.3
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Tabela 8 - Localizagdo subcelular das sequéncias homologas a ScLig 1.2. nucl.- Ndcleo, cyto —
Citosol, plas- membrana plasmatica, chlo — Cloroplasto, nucl. plas -Membrana nuclear, vacu —

Vacuolo, mito —Mitocéndria.

moellendorffii

Espécie Numero de acesso Localizacéo
subcelular

Setaria italica Si000039m nucl: 10.0,
Oryza sativa LOC_0s01g49180.1 chlo: 6.0
Brachypodium Bradi2g46780.1 nucl: 8.0, chlo: 6.0
distachyon
Theobroma cacao ThecclEG019325t1 nucl: 8.0
Gossypium raimondii Gorai.007G185500.1 nucl: 11.0, chlo: 3.0
Ricinus communis 29586.m000603 chlo: 10.5, chlo_mito: 7.0
Citrus clementina Ciclev10010910m nucl: 12.0
Glycine max Glymal8g53005.1 nucl: 7.0
Medicago truncatula Medtr7g082860.1 chlo: 11.0,
Capsellarubella Carubv10019664m nucl; 11.5, cyto_nucl: 7.5,
Brassica rapa Bra004185 nucl: 13.0
Arabidopsis thaliana AT1G66730.1 nucl: 12.0
Eucalyptus grandis Eucgr.F02800.1 nucl: 12.0
Aquilegia coerulea Aquca_002_01181.1 nucl: 9.0
Mimulus guttatus mgv1a021524m nucl: 4.5
Solanum tuberosum PGSCO0003DMP400053368 | chlo: 4.0, cyto: 4.0
Selaginella 96808 cyto: 9.0
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Figura 18- Dendograma para as sequéncias com homologia a ScLig 1.1 e ScLig 1.2.
Representacéo da relacao filogenética entre as sequéncias SclLig 1.1 e ScLig 1.2, com relacdo
a outros organismos vegetais, evidéncia a formacéo de dois grupos destacados na figura, além
disso as caixas de texto informa a localizacdo subceluar que as sequéncias de cada grupo
compartilham em comum. A arvore foi gerado pelo programa MEGA 5.1 utilizando o modelo de
Dayhoff , com o método estatisco neighbor-joining com o teste de filogenia baseado com o
métado bootstrap com 500 replicatas, sendo o tratamento dos resultados Pairwise deletivo
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6.6. Expressao dos cDNAS

No trabalho de Lima et al. (2009) foi verificado que o padrao de expresséo
para ambos 0os cDNAs, SCARP1 e SCARP3, foram os mesmos para os diferentes
tecidos analisados — folha, raiz, apice meristematico e flor. Entretanto, o nivel de
expressdo entre os dois genes foi diferente, sendo maior para ScARP3.
Considerando esta diferenca no nivel de expressdo e que as sequéncias
ScARPs sédo uma provavel duplicacdo com um provavel direcionamento para
organelas diferentes (tabela 3). Neste trabalho foi analisado o padrdo de
expressao destas duas sequéncias frente a uma condicao de estresse oxidativo.
Considerando que a via BER é responsavel pela deteccao e corre¢éo de lesdes
oxidativas, para essa analise foi utilizado entdo plantas de cana-de-acucar
submetidas anteriormente a 0 mM e 30 mM de H20:2 por oito horas. O tratamento
das plantas de cana-de-acucar foi realizado por Barreto (2013). A figura 19
representa o resultado de expresao para esses dois cDNAs nas condi¢des de O
mM (controle) e 30 mM de H202.Nesse material pode-se observar que existe
uma tendéncia para a expressao diferencial do cDNA ScARP3 na condicéo de
estresse oxidativo (figura 19). Entretanto, a expressédo para o cDNA ScARP1

manteve-se a mesma na condi¢éo controle e e na presenca do agente estressor.

Figura 19 - Expressdo do gene ScARP em condi¢cBes de estresse oxidativo.
Representacdo grafica da expressao de cDNA de scARP1 e scARP3 em tecido foliar
quando submetidas a uma condicdo de estresse oxidativo com H202
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Fonte: Adaptado de Maira et al., 2013.
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7. DISCUSSAO

7.1. ScARPs e sua caracterizacao.

AGNEZ-LIMA et al. (2001) identificaram duas sequéncias homologas a
AP endonuclease de Arabidopsis thaliana no genoma de cana-de-agucar, estas
foram denominadas de: SCARP1 e SCARP3. Tendo como base estes resultados
prévios, este trabalho explorou tais sequéncias homologas buscando obter
informacBes com relacdo a sua funcionalidade, caracterizando-as, e também

com relacéo a filogenia.

Considerando a possibilidade de estas sequéncias serem fruto de uma
duplicacdo e posterior divergéncia, evidenciado nos resultados de
enderecamento subcelular e dados de niveis de expressdo génica, com base
nos informacdes obtidas neste trabalho, seria possivel amplificar o escasso
conhecimento em relacéo ao reparo de DNA em plantas e caracterizacédo de um

enzima chave para a via de reparo de excisdo de bases.

Primeiramente, foi realizado a caracterizagéo in silico das sequéncias de
ScARPs. Neste verificou-se a manutencao dos dominios conservados que sao
caracterizados como importantes para a atividade da enzima AP endonuclease
(Mol et al., 2000). Quando colocado as sequéncias de cana-de-aglcar junto com
outras sequéncias da enzima AP endonucleases em outras espécies vegetais
em um alinhamento, pode-se observar que houve uma conservagao significativa
com o dominio APEL1. Tal dominio é referente a enzima AP endonuclease, além
deste foi verificado a conservacdo de outros motivos também caracterizados
como importantes para a atividade enziméatica, sitios de ligacdo ao DNA e os
sitios cataliticos (Mol et al., 2000). Esses dados reforcam que as sequéncias
ScARP1 e SCARP3 possam ser funcionais. Entretanto, no modelo Arabidopsis
até o presente momento apenas a sequéncia AtARP foi caracterizada como

tendo atividade AP endonuclease e com os dominios de atividade redox Jun e
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Fos (BABIYCHUK et al., 1994). Murphy et al. (2009) identificaram no genoma do
modelo Arabidopsis mais dois tipos de AP endonucleases homadlogos a enzima
presente em bactéria, humano e levedura: AtAPE1L, AtAPE2, tais genes
apresentam estruturas diferentes se comparada a AtARP previamente descrita.
Os trabalhos realizados com mutantes para os genes AtAPE1L e AtAPE2 foram
associados somente com o desenvolvimento embrionario (MURPHY et al.,
2009), e apenas AtARP apresenta a funcdo de reparo de DNA (BABIYCHUK et
al., 1994). Desta forma, torna-se evidente que os dados em cana-de-acucar com
relacdo a enzima AP endonuclease atuariam de modo a suplementar as
informagOes presente na literatura atual que se aplica, praticamente, ao

organismo modelo Arabidopsis.

7.2. SCARPs e afilogenia.

Os resultados obtidos com a analise filogenética mostraram que as
sequéncias de cana-de-acUcar pertencem a clados parafiléticos diferentes,
contudo essa observacdo ndo se detém tdo somente as SCARPS, pois outras
sequéncias com homologia a AP endonuclease pertencentes ao taxon das
Poaceae também se organizaram da mesma maneira. Estes dados permitem
observar que houve uma duplicacdo do gene ARP precocemente na linhagem
das gramineas, provavelmente sendo fruto de uma duplicacdo do genoma por
inteiro (WGD). Sabe-se que a duplicacdo de genes e os processos de WGDs
sdo fatos bastantes presentes na filogenia das plantas (TANG et al., 2010; JIAO
et al., 2011; WANG et al., 2011), sendo associado provavelmente a inovagdes
adaptativas e diversificacdo dos grupos vegetais (SCHRANZ et al., 2012).
Tendo-se em vista a familia das gramineas que apresenta mais de 10.000
espécies distribuidas globalmente e sdo a base de grande parte da dieta
humana, essas inovacfes adaptativas que foram mencionadas anteriormente
estariam diretamente relacionadas com essa distribuicdo abrangente e sucesso
adaptativos de seus representantes. Além disso, infere-se que um evento de
WGD, denominado de rho, na base das Poaceae (SALSE et al., 2008,
PATERSON et al., 2004) tal evidéncia € suportada pelo dados de duplicacao
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encontrados para alguns genes dessa familia (GAUT et al., 1999), entre estes
genes, podemos citar os pares de genes duplicados que contribuiram para
tragos-chave como a espigueta floral (PRESTON et al., 2009) e as sementes de

endosperma com amido (WU et al., 2008).

Em uma analise mais detalhada da arvore filogenética pode-se também
notar que a proteina SCARP3 esta mais proxima das ARPs de eudicotiledonas
por apresentar similaridade a elas, por outro lado ScCARP1 n&o apresenta tal
semelhanca isso seria devido, provavelmente, a modificagcdes na sequéncia, e
provavelmente a um novo direcionamento de organelas (KRENEK et al., 2013;
YANG et al., 2000). Os processos de WGDs estao frequentemente, seguidos por
diversificacdo de genes, uma vez que a duplicacao deles podem desempenhar
um papel importante na evolugdo, como podem, por exemplo, conferir
adaptacdes novas, tais como sub- ou neofuncionalizacdo subjacentes a
evolucdo de vérias funcdes ocasionando, com isso, a diversificando dos genes.
Por outro lado, o processo de duplicagdo também pode ser fortemente prejudicial
(CONRAD; ANTONARAKIS, 2007; MAKINO; MCLYSAGHT, 2010) e em
humanos tém sido associados com doencas como a de Parkinson (SINGLETON
et al., 2003) e cancer (SEEGER et al., 1985; DAVOLI; DE LANGE, 2011). Com
relacdo as plantas, alguns pesquisadores acreditam que a poliploidia poderia
estar relacionado com a reducédo do potencial evolutivo (apud WAGNER, 1970;
apud GRANT, 1981; apud STEBBINS, 1950; BARKER; ARRIGO, 2012; COMAI,
2000) tendo assim uma visdo discrepante com relacdo a esse evento de
duplicacdo do genoma,eles propuseram que a maioria dos poliploide
desapareceriam rapido devido ao fato de eles compartilharem atributos em
comum com o ancestral diploide, sendo assim, eles sofreriam exclusao
competitiva por terem mais de um organismo com as mesmas caracteristicas
compartilhando o mesmo nicho (ARRIGO; BARKER, 2012). Assim sendo, do
ponto de vista genético, os poliploides sofreriam maiores dificuldades evolutivas
em consequéncia da ineficiéncia da selecdo quando alelos se apresentam em
multiplas copias (OTTO; WHITTON, 2000). E poderiam apresentar perdas por
autoincompatibilidade e potencialmente baixos tamanhos populacionais, pois
estariam relacionados com a dificuldade de gerar descedéntes ferteis (ARRIGO;
BARKER, 2012; BROWNFIELD; KOHLER, 2011; RAMSEY; SCHEMSKE, 2002).
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Contudo, sabe que o evento de duplicacbes de todo o genoma (WGDs)
ocorreram nas linhagens de plantas (BOWERS et al.,2003; PATERSON;
BOWERS; CHAPMAN; 2004; JAILLON et al,, 2007), animais (JAILLON et al.,
2004;) e fungos (KELLIS; BIRREN; LANDER; 2004), com consequéncias tiveram
a origem de inovacgdes evolutiva (ZHANG ; COHN, 2008) e que prenunciando a
diversificacao das espécies ( SCANNELL et al., 2006).

Tendo em vista que as SCARPs séo, de fato, genes duplicados, a retengao
de um gene duplicado pode ser associada com uma espécie de protecdo contra
mutacdo deletéria ou com a aquisi¢ao de novas funcdes, e estas podem ser do
tipo neofunctionalizacdo ou subfuncionalizacédo (PRINCIPE; PICKETT, 2002).
No entanto, a inovacao funcional pode ser conseguida ndo sé pela evolucao das
sequéncias de codificacdo, mas também por modificacbes nas regides
reguladoras do gene, conduzindo a uma alteracdo da rede reguladora (DE
SMET; VAN DE PERR, 2012). Desta forma, h4 um consenso geral de que
mudancas evolutivas importantes podem acontecer principalmente no nivel de
regulacdo génica (PRINCIPE; PICKETT, 2002; DE SMET; VAN DE PERR,
2012). No caso das sequéncias SCARP, esta mudanca no direcionamento das
proteinas de scARPs pode estar associado com um processo de inovacao que
envolve também a regulacéo, pois o seu direcionamento para o nucleo pode vir
a gerar uma alteracdo no padréo de expressédo génica. Com os dados obtidos
foi possivel notar que ambas as SCARPs tem como alvos potenciais o cloroplasto
e a mitocdndria, no entanto, somente a SCARP1 pode se direciona para o nucleo
da célula. O fato da SCARP3 se direcionar para o cloroplasto e/ou mitocéndria
poderia estar relacionado com a tendéncia de aumento da expressao deste
mesmo gene quando exposto ao estresse oxidativo, desta forma tal Ap
endonuclease poderia ter uma funcéo de auxiliar ou mesmo suplementar no
reparo de DNA que ocorre em tais organelas sendo estas mais propensas a
sofrerem danos pois ambas possuem a cadeia transportadora de elétrons em
suas membranas, e desta forma produzem comportos como EROS (espécies
reativas de oxigénio) que se nao forem neutralizados podem vim a causar danos
em diversas biomoléculas, inclusive o DNA (FOYER; NOCTOR, 2003) além
disso, o0 estresse oxidativo afeta diretamente tais organelas pois estaria

relacionada a esse desemqulibrio da producdo e neutralizacdo dos EROS



75

(LUSHCHAK, 2011), desta forma, pode-se inferir que a existéncia de duas Ap
endonucleases seria um mecanismo adaptativo de garantir a integridade do
genoma. Tendo em vista que cana-de-agucar, por ser uma planta Ca, e seu valor
comercial estd associado com a sua capacidade de acumulo de biomassa
advindo da fotossintese e que tal processo de metabdlico gera também EROS
(FOYER; SHIGEOKA, 2011), desta forma o entendimento de como a planta
mantem a integridade do seu genoma, beneficiando a produtividade, se faz
necessario.Entretanto, estes resultados e inferéncias precisam ser melhor

explorados para confirmar taisl sobreposicao aqui discutidas.

Com base na conservacéao de proteina com duplo alvo para alguns genes
pardlogos em Arabidopsis e O. sativa, Morgante et al. (2009) propuseram a
hipotese de que o duplo direcionamento poderia ter implicagdes importantes na
evolucdo, pois trata-se de um processo comum e pode expandir as funcfes de
uma determinada proteina na célula, bem como pode favorecer a manutencao
do gene duplicado. Tal fato pode ser evidenciado com relagdo as ScCARPs, pois
ambas expressam de forma diferenciada e com direcionamento diferente o que
pode estar relacionado com expansdo de funcédo dentro da célula vegetal da
cana-de-acucar. Xu et al. (2013) observaram que a duplicagcdo surgiu
precocemente na evolucdo das plantas e os seus dados mostraram que € um
mecanismo conservado para alguns genes de Physcomitrella, Arabidopsis e
arroz. Enfatizando essa observacéo, neste estudo 11 dos 16 genes analisados
gue apresentaram duplicacdo demonstraram esta conservacao, apesar de uma
duplicacao do gene seguido por neofunctionalizacéo que foi observada em arroz.
Estes resultados sugerem que essa nova segmentacdo pode acompanhar os
eventos de duplicacédo de genes. Um caso semelhante também foi observado no
gene denominado de FERTILIZA(;AO ENDOSPERMA INDEPENDENTES (FIE)
(LUO et al., 2009). Sabe-se que Arabidopsis tem um gene unico FIE, todavia na
cultura do milho, sorgo e arroz, duas sequéncias do gene FIE foram encontrados,
0 que indicaria uma duplicacdo. Os padrdes de expressao dos dois transcritos
de milho o sdo bastante diferentes, e um deles, ZmFIE1, € especifico do
endosperma, sendo inferido que esta subfuncionalizacdo provavelmente surgiu
apos a divergéncia linhagem grama, ja que os padrdes de expressao dos genes
de FIE atuais sao similares aos de arroz (DICKINSON et al., 2012).
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Somado a estes dados relacionados com as AP endonucleases em cana-
de-acucar, outro alvo deste trabalho para as relacdes filogenéticas foi a enzima
DNA ligases |. Esta enzima esta presente na via de excisao de bases, bem como
também se apresenta em outros processos celulares, tal como em outras vias
de reparo e na via de replicacdo do DNA. As DNA ligases desempenham um
papel essencial na manutencao da integridade gen6mica juntando as quebras
na ligacdo fosfodiéster do DNA que ocorrem durante a replicacdo e a
recombinacdo, sendo esta acdo uma consequéncia do dano ao DNA e seu
posterior reparo. Trés genes humanos, LIG1, LIG3 e LIG4, codificam DNA-
ligases dependentes de ATP. Estas enzimas apresentam regides cataliticas que
atuariam de modo a gerar a mesma reacao em trés etapas, entretanto apesar de
ter um processo catalitico em comum tais enzimas apresentam diferentes
dominios que medeiam esta atividade (ELLENBERGER; TOMKINSON, 2008).
A DNA-ligase | une os fragmentos de Okazaki, como parte do complexo de
replicacdo do DNA, e os genes LIG1 sdo essenciais em seres humanos (Homo
sapiens), Saccharomyces cerevisiae e Arabidopsis thaliana (BARNES et al.,
1992; TOMKINSON etal., 1992; BABIYCHUK et al., 1998; TAYLOR et al., 1998).
A DNA ligase | € uma enzima essencial tanto para o reparo de quebra de fita
simples (SSB) em todos os eucariontes como no reparo de quebra de fita dupla
(DSB) em plantas e animais (LIANG et al., 2008; WATERWORTH et al., 2009).
A proteina LIG1 também apresenta atividade na mitocondria em Saccharomyces
cerevisiae e em Arabidopsis (WILLER et al., 1999; SUNDERLAND et al., 2006).
No trabalho de Cérdoba-Cafiero et al. (2011) foi mostrado que a proteina LIG1 é
especificamente necessaria para a etapa final da via de excisdo de bases (BER).
Os dados apresentados neste estudo também indicam que LIG1 é direcionado
para locais de quebra de DNA independentemente de como eles séo formados,
e que outras ligases de DNA ndo pode substituir as suas funcdes para a
finalizacdo destas quebras. Portanto, € provavel que a maioria dos eventos BER
em células de Arabidopsis sao finalizados pela proteina LIG 1 (Cordoba-Cariero
etal., 2011).

No caso do modelo cana-de-acucar foi buscado os genes homoélogos das
trés LIGs anteriormente mecionados, porém somente foi encontrado sequéncias

referentes a LIG1 denominadas como ScLlg 1.1 e ScLIg 1.2. Estes resultados
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indicam uma possivel duplicacdo para este gene, tal como foi observado
anteriormente para as sequéncias SCARPs. Quando analisado o direcionamento
subcelular também foi observado duplo enderecamento. As analises
filogenéticas mostram que as sequéncias se organizam em dois grupos distintos
e isso ndo se detém unicamente as DNAs ligases de cana-de-agucar, pois se
observa a duplicacdo e a separacado de genes também ocorrem nas sequéncias
outras plantas analisadas. Tais evidéncias corraboram com o que foi observado
para com as sequéncias SCARPs suportando assim a hipotese do processo de
WGD na linhagem das gramineas. Tais observacdes geram novas perguntas:
Serd que esses eventos de duplicacdo também ocorrem em outros genes
referentes a via de reparo por excisdo de bases? E nas outras vias de reparo?
Andlises posteriores sobre tais genes sédo necessarias para compreender melhor

esse processo em cana-de-acucar.

Assim, nossos resultados, sugerem que os dois homdélogos SCARP, bem
como 0s ScLIGs, em cana-de-agucar provavelmente surgiram a partir de um
processo de WGD na linhagem das gramineas e, como previsto pela modelagem
estrutural visto em trabalhos anteriores, sdo, teoricamente funcionais. Além
disso, as diferencas nas regides reguladoras e os niveis de expressdao do
transcrito pode indicar um processo subfuncionalizagdo. No entanto, mais
estudos envolvendo testes de complementacao e atividade da proteina in vitro
serdo de grande importancia para a compreensdo do papel da ScARPs

paralogos em células de cana-de-acucar.

7.3. Plantas transgénicas e sementes

As plantas submetidas a transformacé&o exibiram um fenoétipo alterado se
comparado as plantas controle n&o transformadas, deve-se levar em con ta que
0 cassete no sentido anti-senso em tais plantas deveriam resultar em um
silenciamento parcial ou total do gene ARP1 (dados ndo mostrados). Tal fenotipo
também foi observado em um trabalho anterior do grupo (Dissertacdo de Andrea
Lima de Oliveira, 2009). No trabalho de Oliveira (2009) foi obtido apenas um
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exemplar da planta transgénica hemizigota, e observou-se que esta planta
também tinha alteracdes na folha, tal como a presenca de folhas lanceoladas,
crescimento lento e abortamento das flores. Nossos resultados mostram que
estes fenodtipos estdo se mantendo também na descendéncia Tl e T2.
Fortalecendo que provavelmente este padrdo modificado possa ser devido a
presenca da construcdo em orientacdo anti-senso. As plantas obtidas, até o
momento, sdo da geracdo TO e T1, com o genotipo heterozigoto e homozigoto
para o cassete de super-expressao no sentido anti-senso, isto é, estas plantas
estdo com o cassete de super-expressdo se segregando. Os dados com a
germinacao sugerem que as linhagens obtidas tenham o padrao de segregacao
de acordo com as leis de Mendel para uma sequéncia, isto é 1:2:1. Este padrédo
de segregacao fortalece a hipotese que estas linhagens apresentem apenas
uma coOpia do cassete de super-expressdo em seu genoma. As plantas da
geracao TO apresentaram crescimento mais horizontal do que vertical, de modo
gue as plantas séo baixas, folnas com coloragfes diferenciadas bem como com
enrugamento. Li et al. (2010) trabalhando com plantas transgénicas resistentes
a estresse salino observaram também folhas enrugadas. Os resultados obtidos
por esse grupo pode ser associado com as alteracdes que foram observadas por
nés, considerando que em condi¢cdes de estresse salino ocorre também um
aumento das EROs, alterando assim o equilibrio redox, e nessas condicdes sao
necessarias diferentes enzimas para reduzir esses efeitos e provavelmente para
corrigir as lesdes no DNA que possa ter surgido nesse desbalanco redox. Outro
exemplo de modificagdes foi 0 encontrado por Handayani et al. (2007). Este
grupo produziu plantas transgénicas com um oncogene sendo este derivado do
préprio T-DNA e também verificaram alteraces morfolégicas nas folhas,
alteracdes no tamanho da planta. Nesse estudo, estas modificagcbes poderiam
ser relacionadas também com uma condicao de estresse que a planta teria sido

submetida e que alterou o seu desenvolvimento.

As modificagbes observadas tanto no desenvolvimento como nha
morfologia podem ser associadas a uma possivel instabilidade provocada no
genoma causada pelo fato de silenciar um gene pertencente a via de reparo de
BER, tendo em vista que a principal via para proteger o DNA de danos enddgeno
ou exdgeno € o reparo por exciséo de bases (BER) (CORDOBA-CANERO et al.,
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2009). Desta forma, a auséncia do gene poderia afetar tanto o desenvolvimento
vegetal como também proveria as morfologias anormais das folhas observados
até o momento. Sabendo-se que as propriedades quimicas das enzimas que
compdem a via de BER, na qual, em sua maioria, preferem substratos
compostos por fitas duplas de DNA, acredita-se que tal via possa atuar na fase
G1 do ciclo celular, durante esta fase a atividade de BER manteria a transcricéo
sem erros e prepararia 0 DNA para a replicacéo através da remoc¢do de danos
ao genoma. No entanto, se o dano a uma base do DNA né&o for removido antes
da iniciacdo da replicacdo do DNA, a integridade do genoma poderia ser
assegurada por um sistema de reparo chamado Sintese de translesdo do DNA-
(TLS) que envolve a acao de DNA Polimerase, cuja fungéo seria de executar a
sintese de DNA ao longo de um ampla gama de lesGes da base (DIANOV;
HURBCHER, 2013). A via de reparo BER é fortemente apoiada pelo mecanismo
de TLS (PARSON; ELDER, 2003). No entanto, quebras de fita simples ou SSBs
(single strand breaks — quebras de fita simples) se ndo reparados pela via de
reparo BER tem o potencial de atingir a forquilha de replicacdo do DNA e com
isso, gerar quebras de fita dupla (DSB- double stream break) (SOBOL et al.,
1996). Ocorrendo este tipo de lesdo, entdo sera necessario um reparo envolvem
quebras de fita dupla a ser reparado pela a via de reparo por recombina¢éo néo
homologa (NHEJ) ou recombinacdo homodloga (HR). Contudo, isso ndo é o
suficiente para substituir a via de reparo BER, tal como foi observado em ratos
deficientes ou em Pol 3, DNA-ligase Ill ou XRCC1, enzimas estas envolvidas na
reparacao dos SSBs e que resultou em letalidade precoce dos embribes (SOBOL
et al.,, 1996; GAO et al., 2011; TEBBS et al., 2003). Nossos resultados com as
plantas transgénicas mostraram que as plantas ndo morreram, isto €, ndo
apresentaram a letalidade como fenétipo, apenas um desenvolvimento lento e
em algumas linhagens foi observado um aborto nas flores. Este fenétipo pode
ser associado com uma redundancia génica, ou seja, a presenca de outros
genes que poderiam realizar fun¢des similares e que ainda nao tenham sido
identificados e caracterizados. Essa redundancia génica pode assim garantir a
manutencdo de processos essénciais para a viabilidade do organismo. Além
disso, deve-se enfatizar que podem existir genes especificos para plantas ainda
nao identificados e caracterizados por ndo terem homologos em outros

organimos, tal com humano ou bactérias que normalmente servem como base
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para busca de homoélogos em genomas vegetais. Um exemplo é a presenca de
uma terceira DNA ligase em Arabidopisis, chamada LIG6. Esta proteina trata-se
de uma enzima especifica de plantas para a familia das ligases identifcada e
sequéncias de DNA putativos (BONATTO et al., 2005). De forma geral, danos
ao DNA normalmente estao relacionados com o bloqueio da transcri¢cdo, o que
conferia 0 aumento da senescéncia ou apoptose, 0 que resultaria, por sua vez,
em um aceleramento do envelhecimento do organismo induzidos pelo o aumento
dos danos no DNA (MITCHELL et al.,, 2003; AKBARI; KROKAN, 2008;
SINCLAIR; OBERDOERFFER, 2009). No entanto, o que foi observado nas
plantas originadas da transformagdo com o cassete em orientagdo anti-senso
até agora é o processo inverso, isto é, um atraso no seu desenvolvimento, o que
pode vir a sustentar a hipotese anteriormente citada, mas o processo pelo qual
se explica isso ainda ndo pode ser inferido unicamente dispondo de plantas

homozigotas.

Assim sendo, somado a tudo que foi dito anteriormente, muito pouco se
sabe sobre o mecanismo bioquimico de reparo de DNA em plantas. Com o que
foi analisado até o momento pode-se concluir a partir dos dados que a auséncia
parcial ou total da enzima AP endonuclease, a via de reparo de DNA por BER
ndo pode ser desempenhada com sucesso, pois 0 sitio abasico ndo pode ser
retirado de modo que pode gerar mutacdes ou mesmo quebra de fitas simples
ou duplas do DNA durante os processos de replicacdo e transcricdo. Tais danos
poderiam levar a um bloqueio ou atraso no ciclo celular o que poderia explicar o
atraso no desenvolvimento vegetal das plantas transgénicas tanto da geragéo
TO e T1 (figura 32). Todavia, andlises futuras devem ser feitas com plantas
homozigotas para essas constru¢cdes de modo que essa hipdtese possa ser

testada e partir disso aprofundar as analises bioquimicas.

Contudo, com as observacfes até agora feitas com relacédo as plantas
transgénicas pode-se notar que tal proteina afeta o desenvolvimento da planta
como um todo de modo a causar fenétipos bem evidentes, porém é importante
obter resultados com as plantas homozigotas e com as plantas contendo
somente o T-DNA. Além disso, sera importante obtermos resultados da atividade
enzimatica, substrato e condi¢cdes de atividade, como a real localizacdo e

expressao génica desta sequéncia como de outras sequéncias associadas a via
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de reparo BER para compreendermos a funcédo deste gene e da proteina em

plantas.

Figura 20 — Hipotese proposta. Representacdo hipétese referente ao desfalque na via de
excissdo de base (BER), devido ao silenciamento da enzima AP endonuclease, deste modo a
falta desta via de defesa pode gerar quebras de fita simples e dupla o que leva um atraso ou
inibicdo do ciclo celular o que pode resultar em um atraso no desenvolvimento vegetal

apresentado nas plantas transgénicas.
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8.CONCLUSAO

Até o momento, pouco se sabia sobre a filogenia em cana-de-acgucar, assim

COmo para 0 processo de reparo por excisao de bases deste organismo. Desta

forma, as conclusdes deste trabalho sao:

Existe a possibilidade que a duplicacdo do genoma como um todo
(WGD) poderia ndo ter s6 ocorrido na cana-de-agucar, como foi a
proposto inicial, mas envolveria também a familia das Poaceae,
sendo observados nos dados envolvendos as enzimas SCARPS e
SclLigs, contudo se faz necesséario andlise de outros genes para
suportar tal hipotese;

Fendtipo de organismos in vivo transformados com cassete de super-
expressdo na orientacdo anti-senso sugerem que ocorreu uma
reducdo ou inativacdo da enzima ScARP permitindo observar
alteracdes no desenvolvimento;

O alvo principal deste trabalho foi a enzima AP endonuclease que é
importante para a Via BER. A caracterizagdo se deu por meio da
analise da presenca dos dominios conservados que permitiram
observar a conservacao e uma provavel funcado da enzima. Contudo
também foi observado variacdo na expressdao do RNAm, o que pode
sugeriruma alteracdo na regulacao dos genes alvo. Além disso, esse
trabalho corrabora com a amplificacdo do conhecimento nesta area

de reparo em plantas e em especial no modelo de cana-de-acucar.
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9. PERPECTIVAS

Para trabalhos futuros, se faz necessario ampliar os resultados até agora
obtidos com esse trabalho atual. Desta forma planeja-se continuar a analise do
desenvolvimento das plantas homizigotas a serem obtida, analise do
direcionamento destas proteinas por meio da construgdo transducinal com um
gene reporter, expressao de proteinas e ensaios bioquimicos. Complementando
com analise de expressdo diferencial dos genes (DNA glicosilases e AP
endonuclease) em condi¢cdes de estresse abibtico. Deste modo sera possivel
concluir as observagdes que foram obtidas nestre trabalho e dados anteriores do

NOsSso grupo de pesquisa.
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