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RESUMO

ANALISE DE ELEMENTOS CIS-ACTING EM REGIOES PROMOTORAS DE
GENES RELACIONADOS COM DESENVOLVIMENTO RADICULAR EM
ARROZ (Oryza sativa L.)

As raizes possuem uma grande variedade de fung¢bes nas plantas,
incluindo absorcdo de agua, nutrientes e suporte estrutural. A combinacédo de
meétodos classicos de genética e melhoramento com tecnologias moleculares de
analise gendmica abre uma nova perspectiva para a ampliacdo do conhecimento
das bases genéticas e aceleragdo de programas de melhoramento. A maioria dos
conhecimentos sobre as redes génicas envolvidas no desenvolvimento radicular
vem sendo acumuladas na espécie Arabidopsis thaliana, modelo de planta
dicotiledénea. O entendimento dos mecanismos envolvidos na regulacdo da
expressdo dos genes é essencial para compreender a forma e a funcdo dos
sistemas. Os elementos cis-acting sao regides do DNA que atuam como
interruptores moleculares envolvidos na regulacdo da transcricdo de uma rede
génica dinamica. Embora freqiientemente tenham somente cinco a 20 pb de
tamanho, os elementos cis-acting sao criticos para o entendimento da regulacéo
génica. O conhecimento destes elementos presentes na regido promotora de
familias génicas, podera contribuir para a compreensao dos sistemas reguladores
da expressdo da rede génica envolvida na formacdo do sistema radicular. O
objetivo desse trabalho é identificar os elementos cis-acting presentes na regido
promotora de genes de arroz (Oryza sativa subsp japonica cv. Nipponbare)
similares aos genes das familias Argonauta, Cullin e Ara de Arabidopsis thaliana.
A regido promotora dos genes destas familias no arroz foi investigada quanto a
abundancia destes elementos. As sequéncias foram analisadas utilizando o
programa “Signal Scan Search” do portal “Plant Cis-acting Regulatory DNA
Elements” (PLACE) para a identificacdo dos diferentes elementos cis-acting.
Foram detectados 96 diferentes elementos, sendo cinco destes (GAREAT
(TAACAAR), TGACGTVMAMY  (TGACGT), CCAATBOX1 (CCAAT),
LECPLEACS2 (TAAAATAT) e SVA40COREENHAN (GTGGWWHG), comuns as
familias génicas Argonauta, Cullin e Ara.

Palavras-chave: Bioinformatica, raiz, elementos cis-acting, arroz.



ABSTRACT

ANALYSIS OF CIS-ACTING ELEMENTS IN THE REGIONS OF PROMOTING
GENES RELATED TO ROOT DEVELOPMENT

The roots have a large range of functions in plants, including acquisition of
water and nutrients, as well as structural support. The combination of classical
methods of genetics and breeding with molecular technologies for genomic
analysis opens a new perspective to expand the knowledge of the genetic basis
and to accelerate breeding programs. The most advanced knowledge regarding
gene networks involved in root development has been obtained in the model
dicotyledon plant species Arabidopsis thaliana. Understanding the mechanisms
involved in regulation of gene expression is essential to predict the form and
function of systems. Cis-acting elements are DNA regions that act as molecular
switches involved in the regulation of transcription of dynamic gene network.
Although often having only five to 20 bp in size, cis-acting elements are critical to
the understanding of gene regulation. Knowledge of the cis-acting elements
present in the promoter region of gene families, can contribute to the
understanding of the expression regulatory systems of these genes and others,
involved with the root system. The objective of this study is to identify the cis-
acting elements present in the upstream region of rice (Oryza sativa subsp
japonica cv. Nipponbare) genes, similar to gene families Argonauta, Cullin and Ara
in Arabidopsis thaliana. The promoter region of these rice gene families were
investigated for the abundance of cis-acting elements. The sequences were
analyzed using the software “Signal Scan Search” of the website “Plant Cis-acting
Regulatory DNA Elements” (PLACE) to the identification of different cis-acting
elements. It were detected 96 different cis-acting elements, and five of these,
(GAREAT (TAACAAR), TGACGTVMAMY (TGACGT), CCAATBOX1 (CCAAT),
LECPLEACS?2 (TAAAATAT) e SVA0COREENHAN (GTGGWWHG) were common
to the gene families Argonauta, Cullin and Ara.

Key words : Bioinformatic, root, cis-acting element, rice
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. MELHORAMENTO GENETICO

O homem ¢é dependente das plantas para a sua alimentacdo. Tudo aquilo
de que nos alimentamos € quase que, sem excec¢do, constituido de plantas ou
derivado, mais ou menos diretamente das plantas. Frente a essa importancia, é
natural que o homem tenha, desde longa data, se preocupado em desenvolver
tipos mais adaptados as suas necessidades. Entretanto, mais recentemente, e
em grande parte com o0s avancos da genética, essas tentativas tém sido
sistematizadas a tal ponto, que a habilidade do homem bem como o estudo de
técnicas para o ajuste das constituicbes genéticas das plantas as suas
necessidades, seja considerada uma ciéncia, a ciéncia denominada
melhoramento de plantas. Através do melhoramento genético de plantas houve
um aumento acentuado na produtividade agricola. Isto é consequéncia da grande
necessidade de uma fonte adequada de alimentacéo para satisfazer o constante
crescimento populacional e com area de cultivo cada vez mais limitada (ALLARD,
1971).

Contudo, antes das pesquisas de Mendel e Fisher, entre outras, o
melhoramento foi realizado exclusivamente como arte, por meio da habilidade
visual dos nossos ancestrais em escolher as plantas para os proximos plantios.
Mendel ficou na historia por ter sido o primeiro a fornecer as bases do controle
genético dos caracteres. A publicagdo do seu trabalho ocorreu em 1865 e ficou
praticamente no anonimato até 1900, quando trés cientistas, Correns, De Vries e
Tschermak, independentemente, mostraram que a teoria de Mendel era correta.
Portanto, 1900 é considerado o ano do nascimento da Genética. Como Mendel
trabalhou com caracteres qualitativos (aqueles que se expressam em classes
distintas), no inicio do século passado se imaginou que a teoria ndo podia ser
extrapolada para o0s caracteres quantitativos. Essa idéia errbnea foi
gradativamente eliminada a partir de alguns trabalhos como o de Yule, Nilsson-
Ehle e East, dentre outros. Ja em 1903, um pesquisador dinamarqués, Wilhelm
Johanssen, mostrou que o fenétipo de um carater quantitativo era devido a acéo
conjunta do gendtipo mais o efeito do ambiente. Foi esse pesquisador que atribuiu

o0 termo gene aos fatores Mendelianos. Também no inicio do século XX,
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comecaram os trabalhos que mudariam a histéria da pesquisa agricola, sendo
Ronald Fisher o principal responsavel. As pessoas que o conheceram afirmam
que ele era um excelente matematico, com profundo senso pratico. Fisher
comecou seus trabalhos na Estacdo Experimental de Rothamsted, na Inglaterra,
dando origem a Estatistica Experimental. Ele conciliou a Genética Mendeliana e a
Biometria em 1918, dando origem a Genética Quantitativa, em um artigo
publicado na Transactions of the Royal Society of Edinburg. Essa publicacéo foi
de fundamental importancia para a ciéncia e nao tinha sido aceita antes pela
Royal Society of London (RAMALHO e LAMBERT, 2004).

O uso da ciéncia no melhoramento genético tem possibilitado o
crescimento e desenvolvimento da producdo de alimentos no mundo moderno.
Segundo Margis (2010) o melhoramento genético classico foi o responsavel pelo
aumento espetacular da produtividade das espécies cultivadas, um exemplo
disso, foi o aumento da producdo mundial de arroz (Oryza sativa L.), que triplicou
nas trés ultimas décadas. Se o aumento da produtividade fosse mantido nesse
mesmo ritmo, a producao global desse cereal seria suficiente para alimentar uma
populacao que deverd atingir oito bilhdes de habitantes nos proximos 50 anos.

Em virtude disto, o emprego de técnicas avancadas de identificacdo de
constituicbes genéticas superiores tém sido uma constante entre os melhoristas
para a otimizacdo do ganho genético. O desenvolvimento de novas variedades
que satisfacam as exigéncias de maior potencial genético para produtividade é a
principal meta de todo programa de melhoramento. Desta forma, o sucesso de tal
programa depende de um método dindmico e eficiente para atender seus
objetivos. O melhoramento genético de plantas requer trés etapas fundamentais
para a obtencdo de genotipos desejados: presenca da variabilidade genética,
eficiéncia na selecdo dos genoétipos mais promissores e ajuste das melhores
constituicdes genéticas ao ambiente de cultivo (CARVALHO et al., 2008).

O grande desafio dos melhoristas de plantas consiste em disponibilizar,
permanentemente, genotipos de qualidade elevada e identificar constituicbes
genéticas que superem o rendimento de grdos e outros caracteres agrondémicos
expressados pelos cultivares existentes no mercado (BROWN e FORSBERG,
1987). Portanto, existe a busca constante do aumento na eficiéncia da selecéo,
melhor conhecimento e caracterizacdo do germoplasma e a maximizacdo dos

ganhos genéticos. Novas formas de alcancar estes objetivos tém sido
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constantemente perseguidas pelo melhoramento (MILACH, 1998), assim, cabe
ressaltar o uso da biotecnologia e da bioinformatica neste contexto.

A caracterizagao do sistema radicular no solo e o conhecimento de suas
variacfes genéticas podem auxiliar o melhoramento genético de plantas, porque
sdao fundamentais para a escolha dos melhores genoétipos, ou seja, 0S mais
adaptados as condicdes de estresse do solo e, consequentemente, com maior
capacidade de crescimento, desenvolvimento e produtividade nestes solos. Isto
esta relacionado com a eficiéncia de aquisicdo de agua e nutrientes, que
determina, parcialmente, a habilidade competitiva das plantas (SILVA, 2003;
CANTAO, 2007).

Com o entendimento do sistema radicular, sera possivel a aplicabilidade do
mesmo no melhoramento genético do arroz. Atualmente, este cereal é cultivado
em um décimo das terras araveis. No entanto, 30% delas contém niveis elevados
de sal, outros 20% estdo periodicamente sujeitos a seca e 10% a baixas
temperaturas (MARGIS, 2010).

O sucesso da producao agricola depende fortemente do uso de variedades
com desempenho superior e adaptadas ao meio de cultivo, sendo este o objetivo
continuo dos programas de melhoramento genético de qualquer espécie cultivada
(LORENCETTI et al., 2006).

1.2. ARROZ

O arroz é um dos mais importantes graos em termos de valor econémico.
Os paises em desenvolvimento tém no arroz uma importante cultura sob o ponto
de vista social e econdmico, pois este € considerado um dos alimentos com
melhor balanceamento nutricional, extremamente versatil, que se adapta a
diferentes condi¢Bes de solo e clima, sendo a espécie de maior potencial de
aumento de producdo para o controle da fome no mundo (AZAMBUJA et al.,
2004). Este cereal esta presente na dieta de mais de dois tercos da populacéo
mundial, sendo responsavel por cerca de 11% da area total cultivada. Na América
Latina, o arroz é a fonte basica de calorias da dieta (FERREIRA & VILLAR, 2004).

A produgéo mundial de arroz em casca em 2008 foi aproximadamente 685
milhdes de toneladas em uma area de 158 milhdes de hectares (FAO, 2008). O

maior produtor mundial é a China, respondendo com 31% do total produzido no
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mundo, seguida por India, Indonesia, Bangladesh e Vietna. O Brasil ocupa a 9°
colocacdo na producdao mundial, segundo a CONAB (Companhia Nacional de
Abastecimento) (2010) o Brasil produziu 12,07 milhdes de toneladas, nesse
mesmo ano, e 0 Rio Grande do Sul é o principal estado produtor, responsavel por
61% da producéo nacional.

O arroz pertence a divisdo Angiosperma, classe das monocotileddneas,
ordem Glumiflora, familia Poaceae, subfamilia Oryzoideae, tribo Oryzea, e género
Oryza (BOTELHO). E uma planta anual ou perene, que pode se desenvolver em
condi¢des de solo alagado ou seco (MAGALHAES JUNIOR et al., 2004).

O nome cientifico, Oryza, foi dado por Linneu, e vem de um termo grego
antigo, designativo do arroz, que provém do arabe ou do chinés e significa “bom
grdo da vida”. O arroz € mencionado, diversas vezes, em escrituras chinesas e
hindus muito antigas. Sua taxonomia, como a de outras espécies, foi e continua
sendo objeto de discussdo. Nos anos 40 o género foi dividido em 23 espécies, na
década de 60 a classificacao foi revisada e mantida até os anos 80, quando foram
reclassificadas em 20 espécies. Atualmente o género inclui 21 espécies
selvagens e duas cultivadas, sendo Oryza glaberrima, cultivada somente no oeste
da Africa e Oryza sativa L. cultivada em todo mundo (LONDO et al. 2006).
Citogeneticamente, ambas s&do dipléides com numero béasico (x) de 12
cromossomos (2n=24, no tecido somatico). Apesar da grande semelhanca,
existem diferencas entre seus genomas e, por isso, o da Oryza sativa €
representado por AA e o da Oryza glaberrima, por AgAg. Embora possam
apresentar cruzamento natural entre si (hibridacdo), dependendo da interac&o
genadtipo-ambiente, ambas as espécies sdo predominantemente autbgamas
(TERRES et al., 1998).

Entre as gramineas, o arroz apresenta um genoma pequeno, mapas
genéticos e fisicos, e seu seqiienciamento completo (IRGSP, 2005), e devido a
estes fatos tem sido considerado um modelo para o melhoramento genético de
gramineas (IZAWA & SHIMAMOTO, 1996; GALE & DEVOS, 1998). A maioria das
aplicacdes comparativas utiliza as sequéncias gendmicas do arroz como fonte
para marcadores de genes de interesse em outras espécies gramineas
(BRUNNER et al., 2003; SUTTON et al., 2003; GOTTWALD et al., 2004; DEVOS,
2005). A alta conservacdo na ordem e conteudo dos genes dentro dos cereais

indica que a pesquisa com arroz pode proporcionar beneficios aos programas de
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pesquisa de outras gramineas (BENNETZEN & MA, 2003). A espécie pode prover
valiosas informacdes para investigagdo de caracteristicas semelhantes no
genoma de outras gramineas (BENNETZEN, 2002).

Os programas de melhoramento das culturas podem usar a genética
comparativa para transferir informacédo sobre genes de espécies modelo para
outras espécies de interesse, para auxiliar na identificacdo de genes que
controlam caracteristicas de interesse, e para acessar a diversidade alélica intra-
espécies de forma que os melhores alelos possam ser identificados e agrupados
em variedades superiores (SORRELS et al., 2003).

1.3. BIOTECNOLOGIA

A natureza quimica do material genético comecou a ser elucidada por meio
do trabalho de R. Griffith, em 1928, quando ele mencionou a existéncia do que foi
denominado de principio transformante. Griffith realizou experimentos com a
bactéria Streptococus pneumoniae que causa pneumonia em humanos, porém,
em camundongos é normalmente letal. Entretanto, algumas linhagens dessa
espécie de bactéria evoluiram para serem menos virulentas (menos capazes de
causar doenca ou morte). Nesses experimentos, Griffith usou duas linhagens que
sao distinguiveis pelo aparecimento de suas colbnias quando cultivadas em
culturas de laboratério, uma era um tipo virulento mortal para a maioria dos
animais, a outra era um tipo nao virulento mutante que cresce em camundongos,
porém, nao letal. Griffith matou algumas células virulentas por aquecimento e as
injetou em camundongos, e 0S mesmos sobreviveram, mostrando que o
envoltorio das células ndo causa a morte, entretanto, os camundongos injetados
com uma mistura de células virulentas mortas pelo calor e células vivas nao-
virulentas morreram. Além disso, células vivas podiam ser recuperadas dos
camundongos mortos, de algum modo, os restos celulares das células virulentas
aguecidas tinham convertido as células nao virulentas em células virulentas vivas.
O processo foi chamado de transformacado, faltava entdo determinar que
componente quimico das células mortas tinha causado essa transformacéao.

Hoje é sabido que os fragmentos do DNA transformante que conferem a
viruléncia entram no cromossomo bacteriano e substituem suas contrapartes que

conferem nao viruléncia. Porém, isso foi determinado mais tarde, em 1944,
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quando trés pesquisadores, Avery, MacLeod e McCarty, demonstraram que a
substancia responséavel pela transmisséo da informacao entre individuos e células
era o DNA.

Os experimentos conduzidos por Avery e colaboradores foram definitivos,
mas muitos cientistas relutaram em aceitar o DNA como o material genético, e
ndo as proteinas. Alfred Hershey e Martha Chase deram evidéncias adicionais,
em 1952, em um experimento que usou o fago T2, um virus que infecta bactérias.
Eles demonstraram que o DNA é o material hereditario. A estrutura da molécula
foi estabelecida em 1953, por Watson e Crick, em um trabalho que foi a base de
todo o desenvolvimento da Biologia Molecular.

A descoberta das enzimas de restricdo, que cortam o DNA em pontos
especificos, foi feita por Arber, em 1968. Esse foi um marco importante na
transformacdo genética, sendo que logo depois, em 1973, Stanley, Cohen e
Brown combinaram uma enzima de restricdo com o plasmideo de Agrobacterium,
para isolar um gene e introduzi-lo em outro organismo. A manipulacdo do material
genético comecou efetivamente em 1972, na Universidade Stanford, nos Estados
Unidos, quando o Dr. Paul Berg conseguiu unir a sequéncia do DNA de
Escherichia coli a do virus Simian papiloma. Esse feito pode ser considerado o
marco zero da denominada “era da genbmica’. Todas essas técnicas e muitas
outras ndo comentadas tém levado a um melhor conhecimento da acéao génica.

Atualmente, ja sdo conhecidos mais detalhes da atuacdo dos genes em
relacdo ao que se dispunha h& mais de cinglienta anos, quando a estrutura do
DNA foi estabelecida. Sabe-se, hoje, por exemplo, que o gene depende de
regides reguladoras situadas em varias posicdes nos cromossomos. Além disso,
possui um sitio promotor, que € uma regido do DNA proxima ao gene
propriamente dito, onde se prende a RNA polimerase, enzima responsavel pela
transcricao da informagéo (GRIFFITHS et al. 2008).

Em 1913, A.H. Sturtevant, interpretando dados oriundos da segregacéo de
genes ligados, sugeriu o uso da porcentagem de recombinantes como indicador
quantitativo da distancia linear entre dois genes na construcdo de mapas
genéticos. Os mapas mostravam que a posicdo dos genes correspondia a sua
ordem linear nos cromossomos. Assim, 0 conceito de localizagédo dos genes em
uma ordem linear passou a ser incorporado a teoria cromossOmica da heranca
(GARDNER & SNUSTAD, 1986; GRIFFITHS et al., 2008).



17

Estas idéias se desenvolveram a partir de entdo, ao longo das décadas de
20, 30 e 40, com a participagdo de pesquisadores como R. A. Fisher, J. B. S.
Haldane, D.D. Kosambi, A. R. G. Owen, entre outros (BAILEY, 1961). Mas foi com
o surgimento dos marcadores moleculares, na década de 80, que a construcdo de
mapas genéticos saturados tornou-se possivel. Marcadores moleculares estao
disponiveis em grande namero, podem ser polimorficos, seletivamente neutros e
ndo sofrem acdo do ambiente. Mapas genéticos de marcadores moleculares
permitem identificar, mapear e medir a magnitude do efeito dos principais genes
envolvidos no controle de caracteristicas qualitativas e quantitativas (FERREIRA
& GRATTAPAGLIA, 1998).

Os primeiros mapas genéticos eram fundamentados em marcadores
morfolégicos e citologicos. Estes se originaram de “estoques cromossdmicos”
com aberracbes (como aneuploidias, translocacdes, delecbes e inversdes),
principalmente nas culturas do milho, tomate e ervilha (COE et al., 1988). Em
espécies cujo cariotipo é bem conhecido, é possivel atribuir genes a um
determinado cromossomo, relacionando aberragcbes cromossémicas com
alteracdes fenotipicas causadas por estes genes. Os trabalhos realizados com
marcadores morfolégicos em muito contribuiram para a elucidacéo do fundamento
tedrico da andlise de ligacdo génica e para a construcdo das primeiras versdes de
mapas genéticos (KNAPP, 1991). Atualmente, tém sido (teis nos casos em que
0s grupos de ligacédo ja estdo associados a determinados cromossomos, podendo
ser também utilizados para ancorar grupos de ligacdo construidos com base em
marcadores moleculares a cromossomos especificos.

No inicio da década de 60, as isoenzimas foram descobertas e passaram
a ser usadas como marcadores bioquimicos, permitindo a construcdo de mapas
genéticos, potencialmente, em todas as espécies de plantas (GARVIN e
WEEDEN, 1994). Os marcadores isoenziméticos apresentam um controle
genético normalmente simples, em que a acao alélica €, na maioria dos casos,
co-dominante. Considerando que o numero total de locos isoenzimaticos
detectado seja superior a 100 (MURPHY et al., 1984), sao raros os trabalhos que
utilizam mais de 30 locos. Esse numero € muito baixo para fins de mapeamento,
principalmente quando existe a intengdo de obter ampla cobertura do genoma
(FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).
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Uma das ferramentas de biotecnologia amplamente utilizada no
melhoramento genético é a o uso de marcadores moleculares, segundo Varshney
et al. (2005a), atualmente, definem marcadores moleculares como sendo
“marcadores genéticos baseados num conjunto de marcadores que podem
detectar polimorfismo de DNA em nivel de um loco especifico e no nivel completo
do DNA". Estes marcadores sdo de muitos tipos: polimorfismo no tamanho da
restricdo de fragmentos de DNA (RFLP - restriction fragment length polymorphism
DNA), polimorfismo de amplificagcdo aleatéria de DNA (RAPD - randon
amplification polymorphic DNA), polimorfismo de sequéncia clivada e amplificada
(CAPS - cleveaded amplified fragment sequence), sequéncia de repeticao simples
ou microssatélites (SSR - single sequence repeat, microsattelites) e polimorfismo
no tamanho de fragmentos amplificados de DNA (AFLP - amplifided fragment
length polymorphism DNA). Os mais recentes marcadores moleculares
desenvolvidos sdo polimorfismo simples de nucleotideo (SNP - single nucleotide
polymorphism) e polimorfismo de carater simples (SFP - single feature
polymorphism).

Uma classe de marcadores moleculares muito promissora sdo 0s
Microssatélites. Segundo Varshney et al. (2005b), esta classe de marcadores é
poderosa em variadas aplicag6es na genética e melhoramento de plantas, devido
a sua reprodutibilidade, natureza multi-alélica, caracteristica co-dominante e
abundancia em genomas. Esses marcadores véem sendo utilizados para a
integracdo de mapas genéticos, posicionamento fisico para sequénciamento de
trechos em plantas melhoradas e pode prover para geneticistas e melhoristas
uma potente ferramenta para ligar variagcdes genotipicas a variagdes do fenétipo.

Segundo Oliveira et al. (2006) o alto nivel de transferibilidade de
marcadores microssatélites, grande quantidade e dispersdo nos genomas sao 0S
principais atributos o que tornam uma potente ferramenta.

Entre as diversas aplicacdes que os marcadores moleculares podem ter no
melhoramento de plantas, pode citar-se, a selecdo assistida (SAM — Selecao
Assistida por Marcadores) a qual é fundamentada no mapeamento e associagao
de marcadores a genes que controlam caracteristicas de interesse (MILACH,
1998).

A combinacdo de métodos classicos de genética e melhoramento com

tecnologias moleculares de analise gendmica abre uma nova perspectiva para a
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ampliacdo do conhecimento genético e para a aceleracdo de programas de
melhoramento, além de constituir um importante componente de um processo
continuo de acumulo de informacgdes. (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).
Segundo Ramalho e Furtini (2009), a biotecnologia vem sendo
considerada, nas ultimas décadas, a area tecnolégica com maior potencial para a

solucédo de varios problemas da sociedade, entre eles, os do setor agricola.

1.4. BIOINFORMATICA

Nos ultimos anos a genbmica e a bioinforméatica vém auxiliando as
pesquisas em biologia, genética e melhoramento. Durante as Ultimas décadas, 0s
principais avancos no campo da biologia molecular, junto com os avangos nas
tecnologias gendmicas, conduziram a um crescimento na informacéo biologica
gerada pela comunidade cientifica. Principalmente nestas duas ultimas décadas,
o armazenamento de dados biolégicos em bancos de dados publicos, vem se
tornando cada vez mais comum e esses bancos de dados tém crescido
exponencialmente. Essa revolucdo esta ligada a importantes progressos nos
métodos e tecnologias que permitem o sequienciamento de DNA em grande
escala (OLIVEIRA, 2007). Genémica é a denominagdo dada a ciéncia que estuda
o0 genoma de forma completa, pela integracdo de varias areas tradicionais da
genética, como a Genética Mendeliana, a Citogenética, a Genética Molecular, a
Genética de Populacdes e a Genética Quantitativa, incluindo a bioinformética e
sistemas automatizados (SCHUSTER e CRUZ, 2008). A grande quantidade de
informacgdes geradas conduziu a uma exigéncia absoluta de bancos de dados
computadorizados para armazenar, organizar e indexar os dados e por
ferramentas especializadas para visualizar e analisar estes dados. A literatura
biolégica também estd crescendo fortemente, dessa forma, € impossivel até
mesmo para 0 pesquisador mais cuidadoso, manter-se atualizado com as
informacdes necessarias da area sem o auxilio de ferramentas computacionais
(MAIA, 2007). Segundo Goodmam (2002), bioinformatica € uma arte, uma
engenharia e uma ciéncia, que esta cercada pelo desenvolvimento de um novo
método computacional e a aplicagdo destes para resolver problemas biologicos. A
comparacao de sequéncias de DNA, RNA e sequéncias protéicas fornece a base

para muitas ferramentas de bioinformatica e pode permitir a inferéncia da funcao,
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estrutura e evolucdo de genes e genomas. Desta forma, a bioinforméatica esta se
tornando uma ferramenta que sera parte essencial na pesquisa cientifica de
plantas, e acredita-se que cada pesquisador ira incorporar cada vez mais
ferramentas de bioinformatica em seus projetos de pesquisa (RHEE et al., 2006).

Segundo Sumner et al. (2003), ferramentas apropriadas de bioinformatica e
métodos de andlise sdo a chave para a integracdo da metabolémica com outras
ferramentas de gendmica funcional, e a ciéncia de plantas em geral.

Nos ultimos anos a rapida acumulacédo de informacdes, provenientes de
experimentos de sequenciamento de genomas, predi¢cdes de funcdes dos genes e
perfis de expressao génica, tem contribuido com a descoberta de elementos cis-
acting, bem como, sua participacdo nas rotas de sinalizacdo celular em plantas.
Desta forma, a utilizacdo arbitraria de regides promotoras dos genes, vem sendo
utiizada em diversos trabalhos para identificar motivos candidatos de DNA
(PRIEST et al., 2009).

A Dbioinformatica é a aplicagdo da tecnologia de informacdo ao
gerenciamento de dados biolégicos. E uma disciplina cientifica de réapida
evolucdo. Nas duas ultimas décadas, o armazenamento de dados biologicos em
bancos de dados publicos vem se tornando cada vez mais comum, e esses
bancos de dados tem crescido exponencialmente. A literatura biolégica também
estd crescendo fortemente, dessa forma € impossivel até mesmo para o
pesquisador mais cuidadoso, manter-se atualizado com as informacgdes
necessarias da area sem o auxilio de ferramentas computacionais. A internet
(rede mundial de computadores) possibilita que pesquisadores de qualquer lugar
interajam com programas e bancos de dados em qualquer outro local — desde que

eles saibam criar as ferramentas certas (GIBAS, 2001).

1.5. ELEMENTOS CIS-ACTING

O entendimento dos mecanismos envolvidos na regulacdo da expresséo
dos genes € essencial para compreender a forma e a funcdo dos sistemas vivos
(ACEITUNO et al., 2008). A expressao génica € amplamente controlada em nivel

transcricional, onde as interacdes entre fatores de transcricdo e elementos cis-
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acting em regibes promotoras de um gene desempenham um papel crucial
(BRIVANLOU & DARNELL, 2002).

Os elementos cis-acting séo regidoes do DNA que atuam como interruptores
moleculares envolvidos na regulacao da transcricdo de uma rede génica dinamica
(STRAHLE & RASTEGAR, 2007). Embora fregiientemente tenham somente cinco
a 20 pares de bases (pb) de tamanho, os elementos cis-acting séo criticos para o
entendimento da regulacao génica (LIU et al., 2004).

Esses elementos cis-acting de controle transcricional, contém sitios de
reconhecimento para o0s elementos trans-acting (fatores de transcricdo), que
atuam tanto para aumentar como para reprimir a transcricdo (MASTON et al.,
2006).

Em organismos Eucariotos, a transcricao € realizada através da enzima
RNA POLIMERASE Il. Segundo Maston et al. (2006), genes transcritos por essa
enzima, geralmente possuem duas diferentes familias de elementos cis-acting
que atuam na regulacdo da transcricdo. A primeira é compostas por sequéncias
localizadas préximas ao sitio de inicio da transcricdo dos genes alvos, podem
estar contidas no nucleo promotor ou proximais aos genes (Figura 1). Esses
elementos desempenham um papel importante na regulacéo de genes individuais
(ARNOST, 2003). O elemento cis-acting mais conhecido dessa familia, € o motivo
TATADbox, que € reconhecido por proteinas que se ligam no sitio TATA. O
TATADbox é uma sequéncia rica em T/A geralmente localizada a 25—-35 pares de
bases do sitio de iniciagdo da transcricdo na regido promotora dos genes
(BURLEY & ROEDER, 1996). Aproximadamente 85% dos genes de plantas
sequenciados contém esta sequéncia, que tem papel crucial na transcricdo, pois

serve como um sitio de ligacdo do complexo de iniciacao da transcricéo.

_____:_;j»ﬂﬂ:l:::]\

[ T S |

Proximal Core
promoter promoter
elements

Promoter (< 1 kb)

Figura 1. Representacdo de elementos cis-acting proximais ao gene. Fonte:
MASTON et al., 2006.
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A segunda familia € composta por elementos regulatorios distantes do
gene alvo, que podem ser, potenciadores (enhancers), silenciadores (silencers),
isoladores (insulators) ou regides de controle de locus (locus control regions).
Enhancers séo funcionalmente semelhantes a elementos proximais ao gene, e a
distincdo entre as duas classes ainda ndo esta completamente estabelecida,
primeiramente, esses elementos foram definidos como regides virais, e mais
tarde, como sequéncias de DNA que aumentam a expressdo de genes (BANERJI
et al., 1981; BLACKWOOD & KADONGA, 1998). Segundo Brand & Perrimon
(1993), enhancer séo sequéncias localizadas a mais de 1000 pb (pares de base)
do sitio de iniciagdo da transcricdo do gene, em que fatores de transcricdo séo
ligados, e essa ligacdo pode aumentar ou diminuir a transcricdo do gene.
Silenciadores sdo elementos que conferem um efeito negativo na transcricao do
gene alvo, e normalmente atuam de forma independente da orientacdo e distancia
da regido promotora, eles tanto podem estar situados proximos ao gene como
fazer parte de um enhancer distal, atuando independentemente e distante ao
gene (SERTIL et al., 2003). Elementos isoladores bloqueiam genes através da
transcricdo de genes vizinhos, eles podem atuar de duas maneiras, bloqueando a
comunicacdo de um enhancer e o promotor, ou impedir a extensdo da cromatina
(RECILLAS-TARGA et al., 2002). Regites de controle de locus sdo compostas
por grupos de elementos regulatérios, envolvidos na regulacdo de um locus ou
um grupos de genes (LI et al., 2002), esses elementos podem ser enhancers,
silenciadores ou isoladores, e a atividade de cada um desses elementos afeta
diferencialmente a expressdo génica, e a sua atividade conjunta define a
expressao do gene (MASTON et al., 2006) (Figura 2).
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Figura 2. Representacdo de elementos cis-acting distais. (a,b) Enhancers e
silenciadores ativam e reprimem a transcricdo, respectivamente. (c) Isoladores
bloqueiam genes que s&o afetados pela transcricdo de genes vizinhos. (d)
Regides de controle de locus compostos por varios elementos regulatérios que
atuam em conjunto, afetando a expressdo de um gene especifico ou um grupo
génico. Fonte: MASTON et al., 2006.

A identificacdo dos elementos cis-acting € um dos maiores e principais
desafios biolégicos do genoma, pois os elementos reguladores normalmente séo
curtos, degenerados, escondidos em repeticdes muito longas e nao codificam
proteinas (WANG e STORMO, 2005). Uma das maiores e principais tarefas no
entendimento de redes de regulacdo de transcricdo € identificar todos os
elementos cis-acting onde se ligam os fatores de transcricdo que sao codificados
em um genoma, 0s quais eventualmente fornecerdo a informacéo necessaria para
a construcado de modelos de redes génicas de regulacdo da transcricao (LI et al.,
2002).

Existem muitos trabalhos relacionados com mudancas na regulacdo de
genes, em que o ganho ou a perda de sequéncias onde se ligam fatores de
transcricdo, € responsavel pela divergéncia de padrbes regulatérios de genes e
pela alteragdo de fenétipo (WEIRAUCH & HUGHES, 2010).
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Com o aumento de dados experimentais e de genomas sequenciados, €
possivel o uso de técnicas computacionais para analise de elementos cis-acting
qgue controlam a regulacao transcricional (HUGHES et al., 2000).

Segundo Priest et al. (2009), identificar e entender o funcionamento de
elementos cis-acting é essencial para a elucidar os mecanismos de identificacédo e
respostas a sinais realizados pelas células, e sua participagcdo no
desenvolvimento e homeostasia dos organismos.

Em regides promotoras de varios genes, elementos cis-acting tém sido
definidos e investigados para isolar fatores de transcricdo especificos, e buscar
elucidar como ocorre a regulacdo dos genes. Foram identificados varios
elementos cis-acting associados a muitos processos celulares em tecidos
radiculares de diversas espécies (ELLIOTT & SHIRSAT,1998; KLINEDINST et.
al., 2000; KAMIYA et al., 2003; VIEWEG et al., 2004; OGO et al.,2006). Também
foram identificados varios outros elementos cis-acting envolvidos em uma série de
processos metabdlicos fisioldgicos, como motivos especificos respondendo a
horménios, acucares, condicdes ambientais e outros fatores (LOIS et al., 1989;
MUNDY et al., 1990; BALLAS et al., 1993; GRIERSON et al., 1994; YAMAGUCHI-
SHONOZAKI & SHINOZAKI, 1994; SHINSHI et al., 1995; SAVINO et al., 1997;
DUNN et al., 1998; CERCOS et al., 1999; MENKE et al., 1999; SHINOZAKI &
YAMAGUCHI et al, 2000; TRINDADE, 2003, SHINOZAKI et al., 2003;
YAMAGUCHI-SHONOZAKI e SHINOZAKI, 2005; WON et al., 2009).

Nesse estudo, os elementos cis-acting que estao localizados a até 1000 pb

anteriores ao sitio de transcricdo dos genes serdo contemplados.

1.6. GENOMICA COMPARATIVA

Genbdmica Comparativa € o estudo das semelhancas e diferencas, em
estrutura e fungdo, da informacdo hereditaria entre os taxa, através de
ferramentas moleculares e computacionais. Particularmente nas plantas, é
possivel verificar que a evolugcdo de porcdes pequenas, mas essenciais do
genoma ocorre de forma relativamente lenta, possibilitando, entre espécies que
divergiram h& muito tempo, o reconhecimento tanto de regifes intragénicas
comuns quanto de arranjos similares de genes ao longo dos cromossomos. Os

desvios da colinearidade e sintenia se devem a diversos fatores, como
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duplicacbes e segmentacbes cromossOmicas, mobilidade de elementos
transponiveis (transposons e retrotransposons), delecbes de genes e rearranjos
localizados (PATERSON et al. 2000).

Estudos comparativos das espécies sempre apresentaram grande
importancia cientifica para tentar elucidar aspectos evolutivos. Similaridades e
diferencas entre genomas de espécies distintas podem ser estudadas pela
genbmica comparativa, um area da genética que permite a compreensao da
funcao de tais genomas e 0s processos evolucionarios atuantes (JARDIM, 2007).

A gendmica comparativa tem se mostrado uma ferramenta poderosa para
decifrar genes e evolucdo dos genomas, além de melhorar a anotacdo do genoma
(LU et al., 2009).

O nivel de conservacao dos genes € um importante critério para determinar
a extensdo com que o conhecimento comparativo possa ser aplicado entre as
espécies. As andlises de gendmica comparativa demonstraram que a ordem dos
genes entre espécies de plantas relacionadas permanecem largamente
conservadas ao longo dos milhdes de anos de evolucdo. Desta forma, os
principais objetivos destas pesquisas Sdo comparar a organizacdo de genomas
relacionados, inferir sobre os processos basicos da evolugdo dos genomas,
transferir a informacao de espécies modelo para aquelas relacionadas, integrar a
informacédo da localizacdo do gene e a sua expressao nas espécies. (DEVOS,
2005).

Uma espécie amplamente utilizada em pesquisas de gendmica
comparativa é o arroz. Salvo os aspectos econdmicos e culturais, o arroz também
€ considerado como espécie modelo, pois, entre 0s cereais € a espécie que
possui 0 menor genoma entre outras espécies gramineas de importancia
agronbmica. Possui um genoma composto por aproximadamente 430Mpb
(milhdes de pares de bases) de nucleotideos, pequeno, quando comparado ao
milho com 2500 Mpb, a cevada com 4900 Mpb e ao trigo com 16000 Mpb. Fatos
referentes a importancia econdmica e cientifica do arroz estabeleceram a criacao
de um consorcio internacional denominado IRGSP (International Rice Genome
Sequence Project) formado por varios paises, incluindo o Brasil (IRGSP, 2005).

Segundo Maia (2007), mapas de genomas de trigo (Triticum aestivum L.),
cevada (Hordeum vulgare L.), centeio (Secale cereale L), aveia (Avena sativa L.),
milho (Zea mays L.), cana-de-acucar (Saccharum sp.), sorgo (Sorgum bicolor L.),
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arroz (Oryza sativa), milheto (Pennisetum americanum L.) e capim setaria (Setaria
italica L.) foram estudados por varios pesquisadores. Estes dados, combinados
com a filogenia, permitem algumas generalizacbes sobre as estruturas destes
genomas, e também conclusdes sobre as direcbes de algumas mudancas,
possibilitando deduzir que estes arranjos estdo presentes ao longo das
subfamilias e espécies gramineas. O acumulo de resultados em genbmica
comparativa tem transformado as gramineas (principalmente cereais) num unico
sistema genético, assim os ganhos obtidos no conhecimento de uma espécie
podem também beneficiar outros cereais menos favorecidas com investimentos
tecnologicos (VARSHNEY et al., 2006).

Moore et al. (1995), Devos & Gale (1997) e Devos (2005) através de um
Diagrama em Circulo (figura 4), elucidaram que mapas genéticos de gramineas
como aveia, trigo, milho, milheto, sorgo, cana-de-acucar e arroz representados
por sondas comuns de DNA (marcadores RFLP) revelaram notavel conservacao

no conteudo e na ordem de genes.
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Figura 3. Diagrama em circulo, mostrando o alinhamento entre regibes
conservadas em diferentes cromossomos nas diferentes gramineas. Fonte: Devos

(2005).

Arabidopsis é a espécie mais estudada no meio cientifico atual. Apesar de
sua proximidade com outras espécies como nabo, repolho, couve, brécolis e
canola, ela ndo possui importancia econémica direta. A. thaliana é considerada
uma planta daninha de pequena importancia agricola. Apesar disto, esta espécie
vem sendo, ha mais de 40 anos, o foco de muitas pesquisas na area da genética,
bioguimica e fisiologia. A. thaliana foi a primeira planta, e o terceiro organismo
multicelular depois de Caenorhabditis elegans (The C. elegans Sequencing
Consortium, 1998) e Drosophila melanogaster (ADAMS et al. 2000), a ser
completamente sequenciada (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000). A partir
de 1980, a A. thaliana comecgou a ser amplamente utilizada em laboratérios de
pesquisa vegetal em todo mundo, sendo um dos varios candidatos a planta

modelo, que incluiam milho, petlunia e tabaco. O estabelecimento desta como
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planta modelo preferencial ocorreu em 1986 quando foram publicados sua
transformacdo genética, mediada por T-DNA, e o isolamento do primeiro gene
(STACHEL et al.,, 1986). No ano de 2000 obteve-se o primeiro rascunho da
seqUéncia de seu genoma, o que consolidou o uso desta como modelo (The
Arabidopsis Genome Initiative, 2000). Segundo Bevan e Walsh (2006), a evolugéao
do numero de trabalhos publicados foi tdo grande que, atualmente, sé&o
produzidos mais de 20 artigos por dia util mencionando A. thaliana.

O primeiro modelo utilizado em biologia molecular foi da bactéria
Escherichia coli (RILEY & LABEDAN, 1997; THOMAS, 1999; KARP et al., 2002).
Em eucariotos, Saccharomyces cerevisiae tem sido amplamente estudada, devido
a facilidade e rapidez de crescimento (KUCHARCZYK & RYTKA, 2001;
SUTHERLAND et al., 2001). A mosca das frutas, Drosophila melanogaster,
também é utilizada como modelo, sendo um organismo animal multicelular de facil
manipulacdo (PARSELL & LINDQUIST, 1993; STELLER, 1995; ADAMS et al.,
2000; GUELMAN et al.,, 2006). Caenorhabditis elegans possui padrbes de
desenvolvimento bem definidos e pode facilmente ser avaliada em relacdo a
anormalidades, sendo utilizada como modelo em estudos de desenvolvimento na
biologia animal e humana (BRENNER, 1974; The C. elegans Sequencing
Consortium, 1998; OH et al., 2006; PANG et al., 2006). Outros modelos usados
na biologia humana incluem o camundongo (Mus musculus) e o anfibio Xenopus
laevis.

A gendmica comparativa tem fornecido a base e estimulo para integrar o
conhecimento para aplicagdo em todas as culturas de cereais (DEVOS & GALE,
2000).

1.7. SISTEMA RADICULAR

A exploracdo do solo € definida pelo crescimento do sistema radicular
(FISHER et al., 2002). A importancia do estudo do sistema radicular das espécies
vegetais utilizadas na agricultura, sua distribuicdo, extensédo e atividade, € de
extrema valia e fundamental para o entendimento cientifico da producéo agricola.
Se houver um dano no sistema radicular que cause uma consideravel reducéo na
sua superficie de absorcdo, o crescimento do sistema caulinar é reduzido pela

falta de agua, ions inorganicos e hormonios produzidos pela raiz. Os hormdnios
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(particularmente as citocininas e giberelinas) sintetizados nas regifes
meristematicas da raiz sdo transportados, pelo xilema, para as partes aéreas,
onde estimulam o crescimento e desenvolvimento. As raizes também sintetizam
uma grande variedade de metabdlitos secundarios (RAVEN et al., 2001).

A maioria dos conhecimentos sobre as redes génicas envolvidas no
desenvolvimento radicular vem sendo acumulada na espécie A. thaliana, modelo
de planta dicotileddnea. O arroz, modelo de espécies monocotileddneas,
apresenta varias particularidades quando comparado com Arabidopsis, incluindo
a arquitetura radicular, caracterizada por um sistema radicular fiboroso, composto
por cinco tipos de raizes embrionarias e pos-embriondrias. A anatomia e
morfologia do sistema radicular do arroz, tipico de um cereal, difere da
Arabidopsis, como por exemplo, a presenca de um cortex lisogénico e presenca
de camadas adicionais de células (REBOUILLAT et al., 2008). O controle genético
do desenvolvimento radicular vem sendo estudado principalmente pela anélise de
locos de caracteres quantitativos (QTLS) e através de uma alta gama de QTLs de
pequeno efeito nos caracteres biomassa radicular, comprimento radicular e
namero de raiz (KAMOSHITA et al.,, 2002; LI et al., 2005; QU et al., 2008;
STEELE et al., 2006; ZHENG et al., 2000; ZHENG et al., 2003; ZHENG et al.,
2006). O mapeamento de QTLs de raiz € dificultado pela alta plasticidade do
desenvolvimento radicular, necessitando de uma fenotipagem precisa e por sua
vez, a necessidade de uma numerosa populacdo para 0 mapeamento. Isso pode
ser um fator que expliqgue o motivo que nenhum QTL de desenvolvimento
radicular tenha sido clonado em arroz, o mesmo valendo para Arabidopsis,
apenas com uma unica excecado (SERGEEVA et al., 2006).

Genes argonautas e proteinas relacionadas séo efetores de mecanismos
de silenciamento de RNA, em que mRNAs séo clivadas, a tradugéo € suprimida,
ou modificagBes epigenéticas sao introduzidas no DNA (HAVECKER et al., 2010).
Proteinas ARGONAUTAS sdo chamadas também de proteinas PPD, porque
todas possuem os dominios PAZ e PIWI conservados (CERUTTI et al., 2000).
Sorin et al. (2005) demonstraram que 0 gene agol alterava a capacidade de
producdo de raizes adventicias (aumento de produgcdo) em Arabidopsis em
resposta a auxina exogena. Agol foi o primeiro membro da familia descoberto
que é conservado entre os eucariotos (BOHMERT et al., 1998) e este gene esta

envolvido com a regulacdo poés transcricional no silenciamento de genes
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(FAGARD et al., 2000; MOREL et al., 2002). Aléem disto, foi mostrado por
Vaucheret et al. (2004) que o agol desempenha um papel crucial na regulacédo da
expressao génica via micro RNA (miRNA). Segundo Miyashima et al. (2009) o
gene agol atua na padronizagao radial da raiz e a perda de funcdo desse gene
perturba a assimetria radial do tecido radicular.

Em Arabidopsis o gene cullin3 estd envolvido com a regulacdo do
crescimento e o0 padrdo das raizes primarias, sendo essencial para a divisdo e
organizacdo das células radiculares. Cullin3 juntamente com proteinas com
dominio BTB formam uma classe de enzimas chamadas CULLIN-RING
UBIQUITINA LIGASE que controlam a degradacdo rapida e seletiva de
importantes proteinas reguladoras em todos 0s organismos eucariotos
(THOMANN et al.,, 2009). Genes small-GTP binding sdo responsaveis por
diversas funcbes diferentes nas plantas, entre elas, nas vias de secrecdo. Uma
subfamilia desses genes sédo os chamados Rabs. Matsui et al. (1989) e Anai et al.
(1991) identificaram uma familia de proteinas RAB em Arabidopsis thaliana e as
nomearam como proteinas ARA. Nas plantas, o crescimento polarizado das
células requer nova deposicdo da parede celular e € dependente da secrecéo
polarizada da vesicula de carga, com as RAB GTPASES mediando a triagem e o
transporte dessa carga dentro da membrana celular (ZERIAL & MCBRIDE,
2001). Preuss et al. (2004) mostrou que uma RAB GTPASE esta localizada nos
compartimentos celulares das membranas dos pélos radiculares, aonde tem
funcd@o de regular a secrecdo polarizada. O estabelecimento de polaridade € um
aspecto essencial da diferenciacao celular nos eucariotos, exigindo um transporte

assimétrico das membranas e proteinas nas vias de trafico (THOLE et al., 2008).
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2. MATERIAL E METODOS

Sequéncias de DNA dos genes das familias Argonauta, Cullin e Ara de
Arabidopsis foram obtidas dos bancos de dados do National Center for
Biotechnology Information — NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). ApGs, genes que
apresentaram similaridade com essas familias foram encontrados em arroz
(Oryza sativa L.) utilizando as ferramentas BLASTn e BLASTp. Sequiéncias com

% e com minimo de 70% de cobertura entre

E-value menor ou igual que le™
proteinas, foram consideradas como candidatas. Baseados nas informacdes de
localizacdo dos genes no NCBI, através da visualizagdo com a ferramenta Map
Viewer, foram selecionadas sequéncias de DNA a 1000 pb (pares de bases) da
regido promotora destes genes (regiao upstream).

As regides promotoras dos genes foram investigadas quanto a abundancia
de elementos cis-acting. As sequéncias foram analisadas utilizando o programa
“Signal Scan Search” do portal “Plant Cis-acting Regulatory DNA Elements”
(PLACE) (http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/) para a identificacdo dos diferentes
elementos cis-acting presentes em cada uma das regides promotoras. O portal
PLACE é um banco de dados de motivos de sequéncias nucleotidicas
encontrados em elementos cis-acting regulatérios de DNA (Higo et al., 1999;
Prestridge et al.,, 1991). O banco de dados do PLACE contém uma breve
definicdo e descricdo de cada um dos motivos, e literatura relevante com nimeros
de ID do PubMed e numeros de acesso dos bancos de dados de seqguéncias
nucleotidicas DDBJ/EMBL/GenBank também estéo inclusas.

Apés a submissdo no PLACE, foram obtidos os elementos cis-acting
encontrados nas familias génicas, e posteriormente os mesmos foram submetidos
a uma andlise estatistica, com a hipétese que os motivos encontrados néao
apresentem uma distribuicdo ao acaso no genoma. Para o calculo desta analize,
foi utilizado o calculo do teste Z, a distribuicdo de nulidade para cada motivo foi
modelada pela contagem do nimero de ocorréncia de cada base dentro dessa
regido e o numero de ocorréncia no genoma do arroz. Para o célculo do valor Z,
foi realizada a diferenca do niumero de ocorréncia do motivo para cada regiao
upstream dos genes estudados (OP) pela média de ocorréncia do elemento no
genoma (OG) e divida pelo desvio padrédo (DP), Z=(OP-OG)/DP. Desde modo, o

calculo de probabilidade (p) para cada motivo foi realizado da seguinte forma, p =
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1 — z (tabelado, a 5% de probabilidade), os motivos que apresentaram valor p
igual ou inferior a 5% foram considerados como ocorréncia ndo aleatéria no
genoma, tal estratégia foi utilizada por Nemhauser et al. (2004), para anélise de
elementos cis-acting de regides promotoras de genes relacionados com
brassinosteroides e auxina em arabidopsis.

Para a verificacdo do padrdo de expressado destes genes nas diferentes
categorias anatomicas da planta foi utilizado o programa GENEVESTIGATOR
(HRUZ et al., 2008). O GENEVESTIGATOR possui um banco de dados com
informacOes de expressdo génica de alta qualidade ao qual foi manualmente
curado. O programa reune centenas de informagfes de experimentos de
microarranjos, permitindo aos pesquisadores o0 estudo prévio de expressao e
regulacdo dos genes em diferentes tecidos, diferentes estagios de
desenvolvimento, resposta a estimulos e modificacdes genéticas.

Para os elementos cis-acting comuns nas familias génicas estudadas, foi
realizada uma classificagéo funcional dos genes de acordo com os bancos Gene
Ontology (GO) e o InterPRO. O GO serve para a descricdo do produto génico e o
InterPRO € um banco de dados de familias de proteinas e caracteristicas
relacionadas, sendo que estes dois bancos sé&o geralmente utilizados na
classificagao génica.

Os elementos mais comuns foram agrupados em tabelas (quantidades) e

figuras.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

ApoOs a analise de similaridade entre genes das familias génicas Argonauta,
Cullin e Ara de Arabidopsis thaliana. Os dados foram obtidos através de analise
das ferramentas BLASTN e BLASTP. Foram identificados seis genes da familia
Argonauta, trés da familia Cullin e seis da ARA de Arabidopsis thaliana em Oryza
sativa subsp. japonica. Esses genes estdo apresentados na Tabela 1, na qual
sdo mostrados os cromossomos em que estdo localizados os genes, a sua
localizac&o dentro do cromossomo, 0 seu tamanho e 0 numero de exons.

Os seis genes Argonauta estdo presentes em quatro dos 12 cromossomos
que compdem o genoma do arroz. Destes seis locos, o0 gene Agol esta localizado
No cromossomo 2, o cromossomo 3 possui 2 genes (Ago5 e Ago7), assim como o
cromossomo 4 (Ago2 e Ago4), no cromossomo 7 esta localizado o gene Ago6. Os
genes Agol e Ago5 apresentaram maiores numeros de exons, ambos com 23 e
também, foram os que apresentaram os maiores tamanhos, 11.557 pb para Agol
e 8.687 pb para Ago5, seguidos pelo Ago4 com 22 exons e 7.416 pb. Os genes,
Ago6, Ago2 e Ago7, apresentaram 11, 3 e 3 exons e tamanhos de 7.557, 4.245 e
4.006 pb, respectivamente.

Em relagdo a familia génica Cullin, os genes estdo localizados em trés
cromossomos distintos, o gene Cull no cromossomo 1, Cul2 no cromossomo 5 e
0 Cul3 no cromossomo 2. Os genes Cull e Cul2 apresentaram as maiores
quantidades de exons e 0s maiores tamanhos, com 18 exons cada, e tamanho de
8.561 pb e 6.640 pb, respectivamente, o gene Cul3 apresentou 3 exons e 3.013
pb.

A familia Ara é a que mais possui genes espalhados pelos cromossomos,
cada loco esta localizado em um cromossomo distinto. Os genes Aral até o Ara6
estdo localizados nos cromossomos, 2, 6, 7, 8, 1 e 10, respectivamente. O gene
Aral apresentou o maior numero de exons (28) e o0 maior tamanho (8.533 pb), os
genes Ara2 e Ara4 foram 0s que possuiram menores quantidades de exons,
ambos com 2, os locos Ara3, Ara5 e Ara6 apresentaram 8 exons.
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Tabela 1- Distribuicdo, tamanho e numero de exons de genes de Oryza sativa

subsp. japonica similares aos de Arabidopsis thaliana.

Gene Cromossomo Localizacdo (pb) Tamanho (pb) Exons
Agol 2 27360225-27348668 11.557 23
Ago2 4 31273104-31277349 4.245 3
Ago4 4 3539549-3532133 7.416 22
Ago5 3 33166818-33158131 8.687 23
Agob 7 9500265-9492708 7.557 11
Ago7 3 19050105-19054171 4.006 3
Cullini 1 15121438-15112877 8.561 18
Cullin2 5 2780451-2773811 6.640 18
Cullin3 2 31331260-31328247 3.013 2
Aral 2 2239219-2230686 8.533 28
Ara2 6 20553833-20548315 5.518 2
Ara3 7 7778914-7775125 3.789 8
Ara4 8 26116255-26113359 2.896 2
Ara5 1 4163307-4159622 3.685 8
Arab 10 15355133-15359394 4.261 8

A Figura 2 mostra o

resultado da andalise com o programa

GENEVESTIGATOR (HRUZ et al., 2008) para os genes de Argonauta, a Figura 3

para os genes Cullin e a Figura 4 os genes Ara. Todos os 15 genes das trés

familias estdo expressos em tecido radicular de arroz. Além da raiz, os genes

estdo expressos em varios outros tecidos de plantas de arroz, comprovando sua

participacdo em diversos processos celulares e participacdo em diversas vias de
regulacéo (UEDA et.al., 1996; MIYASHIMA et al., 2009; THOMANN et al., 2009;).



®0:50333.1.51_a ... @0=10217.1.51_a ...
0s.14113.1.51_a ..

O 19635.1.51_a ...

35

0s50026.1.51_a ... @0s15285.2.51_a ...

Onza sativa arrays

= ceedling - HE [ 16

@= inflorescence [ ] il 47

@~ shaoot [ ] H 50

@= thizame HilH [ ] [ ] 28
442 5.2 6.13 743 2.13 2.13 044 1144 4244 4344 1445

Figura 4 — Taxa de expressdo dos genes Argonauta em diferentes tecidos de
arroz. Vermelho = agol, azul = ago2, verde = ago4, laranja = ago5, roxo= ago6 e
amarelo = ago7.
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Figura 5 — Taxa de expressédo dos genes Cullin em diferentes tecidos de arroz.
Vermelho = cullinl, azul = cullin2, verde = cullin3.
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Figura 6 — Taxa de expressdo dos genes Ara em diferentes tecidos de arroz.
Vermelho = aral, azul = ara2, verde = ara3, laranja = ara4, roxo= ara5 e amarelo
= arab.

O resultado prévio de ocorréncia dos elementos cis-acting nas familias
génicas estudadas demonstrou 151 diferentes desses elementos, descritos no
portal PLACE. Porém, 96 destes (64%), foram identificados com ocorréncia

significativa no genoma, apd6s a andlise com o teste Z, e considerados como
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ocorréncia ndo ao acaso no genoma. Esses elementos cis-acting encontrados
foram distribuidos entre as familias génicas estudadas. A familia Ara apresentou
a maior quantidade de diferentes elementos cis-acting, com 66 destes elementos,
seguida por Ago (52 elementos) e Cullin (24 elementos). A maioria destes
elementos estao presentes em um loco de cada familia génica (82%) e 18% estéo
presentes em dois ou mais locos dentro de cada familia. Na familia Argonauta, 19
elementos cis-acting estdo presentes unicamente nesta familia, em Ara foram
encontrados 31 e para a familia Cullin, cinco elementos cis-acting. A menor
ocorréncia na familia Cullin pode ser explicada pelo menor nimero de locos
(Figura 4). A grande quantidade total, assim como a maior quantidade de alguns
de elementos cis-acting, e a maior presenca de alguns elementos especificos em
alguns locos mostram a complexidade do controle genético destas familias

génicas.
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Figura 7 - Ocorréncia de elementos cis-acting nas familias Argonauta, Cullin e Ara

em Oryza sativa subsp. japonica.

Na Tabela 2 sao apresentadas informacdes referentes aos elementos cis-
acting mais comuns encontrados em cada loco. A média de ocorréncia de
elementos cis-acting foi de 25 ocorréncias, variando de 12 a 43, sendo que em
média, 12 diferentes elementos cis-acting foram encontrados por locos. Os genes
da familia Argonauta com maiores ocorréncias de elementos foram, Ago6 (43) e

Ago4 (31), em Cullin o gene Cullin2 apresentou a maior ocorréncia (33) e em Ara,
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as maiores ocorréncias de elementos cis-acting nesta familia foram em Ara4,
Ara2 e Ara6, com 43, 39 e 34 ocorréncias, respectivamente.

Os genes que apresentaram o maior numero de diferentes elementos cis-
acting em sua regido promotora, ndo necessariamente foram os mesmos que
revelaram as maiores ocorréncias totais, como € o caso do Ago6, Cullin3, e Ara6.
Porém, de forma geral, o0 niumero médio de repeticbes de cada elemento cis-
acting foi maior naqueles locos que apresentaram o menor numero de diferentes
elementos, como no caso dos genes Ago6, Cullin2 e Ara6 os quais apresentaram
0 maior nimero médio de repeticdes.

O numero de elementos cis-acting por loco juntamente com a ocorréncia
total dos diferentes elementos, indicam que existe uma grande quantidade e
diversidade de elementos cis-acting presentes nas regibes promotoras das
familias génicas Argonauta, Cullin e Ara.

Levando em consideracao os diferentes elementos cis-acting por locos, na
familia Argonauta, 0os genes que apresentaram maiores quantidades destes
elementos foram em Ago4, Ago5 e Ago6, com 14, 12 e 11 elementos,
respectivamente, em Cullin os genes Cullin3 e Cullin2, com 11 e 10 elementos
foram os locos com maiores quantidades, e em Ara, nos locos, Ara2 e Ara4, com
17 e 16 elementos. Além destes dados, ainda sdo apresentados 0s nomes dos
elementos cis-acting mais comuns encontrados em cada loco, com o nimero de
repeticbes em parénteses. Alguns elementos cis-acting apresentaram grandes
quantidades de repeticdes em alguns locos, como o elemento CAATBOX1 que
apresentou 11 coOpias na regido promotora dos genes Ago6 e 9 copias em Ara4 e
ARRI1AT com 11 copias em Cullin2.
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A tabela 3 mostra os elementos cis-acting associados com as trés
familias génicas, apresentando suas sequéncias (motivos), numero total de
cada elemento cis-acting, seu mecanismo de acao e referéncias. Cinco
elementos cis-acting comuns as familias Argonauta, Cullin e Ara foram
encontrados, o0s elementos GAREAT (TAACAAR), TGACGTVMAMY
(TGACGT), CCAATBOX1 (CCAAT), LECPLEACS2 (TAAAATAT) e
SV40COREENHAN (GTGGWWHG), com o numero de ocorréncias na regiao
promotora dos genes de 5, 5, 4, 3 e 3 copias, respectivamente. Esses
elementos estdo presentes em pelo menos um loco de cada familia. Os
resultados encontrados podem sugerir uma maior importancia responsiva
destes elementos cis-acting aos fatores de transcricdo especificos nos seus
respectivos locos. Para Schwechheimer e Bevan (1998), a especificidade da
expressdo génica depende dos elementos cis-acting presentes na regiao
promotora, e as interacdes de fatores de transcricdo especificos com os
mesmos. Além disso, estas curtas sequéncias de DNA determinam o tempo, a
localizac&o e o nivel da expressao génica e possuem uma grande abundancia
dos motivos presentes dentro e entre os locos (PENNACCHIO e RUBIN, 2001).
O elemento GAREAT, esta associado a resposta ao hormonio giberelina
(SKRIVER et al., 1991), segundo Gubler et al., (1995) a transcricdo génica €
ativada quando o fator de transcricdo HvGAMYB € ligado a este elemento cis-
acting, e segundo Salisbury e Ross (1991), na maioria das espécies, as
giberelinas atuam no alongamento celular, fazendo com que a raiz priméria
rompa os tecidos que restringem o seu crescimento, como o endosperma, 0
tegumento da semente ou estruturas do fruto. Segundo Yamauchi (2001) o
elemento TGACGTVMAMY esté relacionado com a enzima a-amilase, este
elemento atua no aumento de expressdao desta enzima em cotilédones de
sementes em germinacdo de Vigna mungo. O elemento cis-acting
CCAATBOX1 estad presente nos genes hsp90-1, a familia desse gene é
preferencialmente expressa em tecidos com rapida divisdo celular como o
apice das raizes (KONING et al., 1992; HARALAMPIDIS et al., 2002). Segundo
Matarasso et al. (2005) o elemento LECPLEACS2 foi identificado na regido
promotora de genes da enzima ACS (1-aminoacilopropano-1-acido carboxilico
sintase) de tomate (Lycopersicon esculentum), essa proteina esta localizada

no citosol e catalisa a primeira reacdo da biossintese de etileno (YANG e
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HOFFMANN, 1984), além das outras diversas func¢des do etileno nas plantas,
esse horménio promove a formacdo de raizes adventicias e também é
considerado como um regulador positivo na formacgéo de pélos radiculares em
varias espécies (TAIZ e ZEIGER, 2006). O elemento SV4A0COREENHAN foi
identificado na regido promotora de genes RBCS de Arabidopsis thaliana, esse
gene atua como regulador da enzima ADH (DONALD e CASHMORE, 1990),
essa proteina atua em diversos processos celulares, entre eles a sobrevivéncia

de raizes de milho em estresse por hipoxia (ROBERTS et al., 1989).
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Os elementos cis-acting mais comuns as trés familias génicas estudadas
foram analisados quanto a sua distribuicdo total no genoma do arroz (quanto a
presenca em regides promotoras de todos genes de arroz). A tabela 4
apresenta o numero total de genes em gue estdo presentes 0s elementos cis-
acting comuns e o numero de genes que apresentam informacdo no Gene
Ontology (GO) e ou INTERPRO. Em média 46% do total do total de genes em
gue se encontram os elementos a informacéo foi encontrada em um dos dois
bancos de dados analisados. Posteriormente estes genes foram classificados
em 14 categorias funcionais (fotossintese, biossintese, resposta a estimulos,
transporte, estrutura celular/biogénese, catabolismo, metabolismo protéico,
metabolismo mineral, metabolismo de carboidrato, outros, fator de transcricao,
transducdo de sinal, metabolismo energético e metabolismo de &cidos

nucléicos), de acordo com os bancos GO e InterPRO.

Tabela 4- NUmero de genes que apresentaram 0s elementos cis-acting comuns

as familias génicas Argonauta,Cullin e Ara.

Nome do elementos Total de genes Total de genes com informacédo %
no GO e ou INTERPRO

GAREAT 4.963 2.293 46

TGACGTVMAMY 3.423 1.534 45

CCAATBOX1 2.775 1.331 48

LECPLEACS2 3.229 1.524 47

SV40COREENHAN 3.011 1.330 44

As figuras 6, 7, 8, 9 e 10 apresentam a classificagdo dos genes com 0s
0s elementos cis-acting GAREAT, TGACGTVMAMY, CCAATBOX1,
LECPLEACS2 e SV4A0COREENHAN, respectivamente. De um modo geral, 0os
genes envolvidos com o metabolismo de acidos nucléicos, foram os mais
abundantes na maioria das classificagbes dos genes (22% dos genes que
apresentam o elemento TGACGTVMAMY, 13% dos genes com CCAATBOX1 e
LECPLEACS?2). A taxa de genes envolvidos com transdugéo de sinal e fatores
de transcricdo também foi alta. Fator de transcricdo ndo € uma categoria
isolada do GO, porém nesse trabalho ela foi separada da transducao de sinal,

devido a sua relevancia neste estudo.
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M Metabolismo carboidrato

™ Resposta a estimulos
M Transporte

M Estrutura celular/Biogénese

" Metabolismo Energético

B Metabolismo Proteico

® Transdugdo sinal

1 Catabolismo

" Metabolismo de Acidos Nucleicos

" Fator de transcri¢do

Figura 8 - Classificacdo funcional dos genes com o0 elemento cis-acting
GAREAT presente nas regides promotoras.

M Resposta a estimulos
 Qutros
M Transporte

M Fator de transcri¢do

1 Estrutura celular/Biogénese
M Transdugdo sinal

m Catabolismo

" Metabolismo Energético

" Metabolismo Proteico

" Metabolismo de Acidos Nucleicos

Figura 9 - Classificacdo funcional dos genes com o0 elemento cis-acting
TGACGTVMAMY presente nas regides promotoras.
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M Fotossintese

B Metabolismo mineral

1 Biossintese

B Metabolismo carboidrato

M Transporte

1 Metabolismo Energético

M Resposta a estimulos

m Outros

1 Estrutura celular/Biogénese

M Transdugdo sinal

1 Metabolismo Proteico

1 Metabolismo de Acidos Nucleicos
Fator de transcrigdao

Catabolismo

Figura 10 - Classificagdo funcional dos genes com o elemento cis-acting

CCAATBOX1 presente nas regides promotoras.
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M Fotossintese

B Metabolismo mineral

1 Metabolismo carboidrato

B Metabolismo Energético

M Outros

W Estrutura celular/Biogénese

B Transporte

M Resposta a estimulos

I Biossintese

M Fator de transcri¢ao

M Transdugdo sinal

1 Catabolismo
Metabolismo Proteico

Metabolismo de Acidos Nucleicos

Figura 11 - Classificacdo funcional dos genes com o elemento cis-acting

LECPLEACS2 presente nas regides promotoras.
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M Fotossintese

B Metabolismo mineral
1% 1% 3% 39 M Resposta a estimulos
M Fator de transcri¢do

M Metabolismo carboidrato

 Outros
M Transporte
M Biossintese
Estrutura celular/Biogénese

M Catabolismo

® Transdugdo sinal
Metabolismo Energético
Metabolismo Proteico

Metabolismo de Acidos Nucleicos

Figura 12 - Classificagcdo funcional dos genes com o elemento cis-acting

SV40COREENHAN presente nas regides promotoras.

A identificacdo de um grande numero de genes envolvidos com o
metabolismo de &cidos nucléicos e transducdo de sinal, que contém os cinco
elementos comuns as trés familias génicas estudadas, € um indicativo que
esses elementos possuem um importante papel na regulacdo génica,
entretanto, € necessario um estudo futuro, mais aprofundado, nesses genes e
familias génicas para identificar e analisar se exercem funcdes diretas com
desenvolvimento radicular, onde mecanismos envolvidos sdo extremamente
complexos. Portanto, a compreensdo dos mesmos, tanto em nivel fisiolégico
guanto molecular contribuira, com pesquisas que visam o entendimento dessa
caracteristica, principalmente na regulacdo da transcricdo, onde os elementos
cis-acting desempenham um papel fundamental

Os resultados indicam que existem elementos cis-acting comuns nas
trés familias génicas estudadas. Porém, além da utilizacdo de futuros
algoritmos de bioinformatica, € necessaria também, a utilizacdo de ferramentas
de biotecnologia, como, sequenciamento, clonagem de promotores,

transformacao e analise de expressao génica para a validacdo da participacao
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desses elementos na regulagdo de genes responsaveis pelo desenvolvimento
radicular, e até mesmo, para a identificacdo de outros elementos cis-acting

envolvidos com essa caracteristica.
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4. CONCLUSOES

Foram encontrados 15 genes de Oryza sativa subsp. japonica similares
aos de Arabidopsis thaliana das trés familias génicas estudadas.

Um total de 96 diferentes elementos cis-acting estdo presentes na regiao
promotora de genes membros das familias Argonautas, Cullin e Ara em Oryza
sativa subsp. japonica.

Os elementos cis-acting, GAREAT (TAACAAR), TGACGTVMAMY
(TGACGT), CCAATBOX1 (CCAAT), LECPLEACS2 (TAAAATAT) e
SV40COREENHAN (GTGGWWHG) sao comuns as trés familias génicas
Argonautas, Cullin e Ara de Oryza sativa subsp. japonica.
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