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Resumo

BERVALD, Clauber Mateus Priebe. Genémica comparativa em gramineas. 2009,
113f. Tese (Doutorado) — Programa de Pds-Graduagédo em Agronomia. Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas — RS.

O uso de sequéncias de DNA tem sido a base da genbmica comparativa para
estudos evolucionarios e a transferéncia de informagdes de espécies modelo para
especies agricolas tem revolucionado a genética molecular e estratégias de
melhoramento das culturas. A combinagdo de métodos classicos de genética e
melhoramento com tecnologias moleculares de analise genbémica abre uma nova
perspectiva para a ampliacdo do conhecimento das bases genéticas e aceleragéo de
programas de melhoramento. A bioinformatica esta se tornando em uma ferramenta
que sera parte essencial na pesquisa cientifica de plantas e que podera contribuir
muito para este desafio, permitindo fazer inferéncias de funcéo, estrutura e evolugao
de genes e genomas, busca de marcadores, desenho de primers, entre outras
possibilidades. Neste sentido, trés estudos de gendmica comparativa em gramineas
foram realizados, utilizando a bioinformatica como ferramenta. No primeiro trabalho,
o objetivo do trabalho foi analisar a abundancia de microssatélites no genoma de 13
espécies do género Oryza obtidas do GeneBank do National Center for
Biotechnology Information — NCBI, com programa SSRLocator, descrevendo as
taxas, frequéncias e padréao de distribuicdo dos diferentes microssatélites. A
frequéncia de microssatélites varia inversamente proporcional ao tamanho do
genoma da espécie no género Oryza. As espécies de genoma A apresentam as
maiores frequéncias para todos os tipos de microssatélites e totais no género Oryza.
Os trimeros compostos por citosinas e guaninas apresentam o maior percentual de
ocorréncia entre as espécies de género Oryza, sem relagéo direta com o conteudo
GC da espécie. No segundo trabalho, a regido promotora de 1000 pares de bases
dos genes OsNramp de Oryza sativa subsp japonica cv. Nipponbare foi investigada
quanto a abundancia de elementos cis-acting. As seqiéncias 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
presentes em cada uma das regides promotoras. Foram detectados 170 diferentes
elementos cis-acting na regiao promotora dos genes membros da familia OsNramp,

sendo um total de 14 elementos comuns a regido promotora dos oito membros da



familia génica OsNramp de Oryza sativa subsp. japonica. O elemento
CACTFTPPCA1 foi o motivo mais frequente na regido promotora dos genes
membros da familia OsNramp de Oryza sativa subsp. japonica. O objetivo do ultimo
trabalho foi comparar as sequéncias de ESTs de aveia com as espécies
Arabidopsis, cevada, arroz, cana-de-agucar, sorgo, trigo e milho, buscando inferir
relacbes evolutivas dessas espécies com a aveia. Sequéncias de oito espécies de
plantas disponiveis atualmente, no banco de dados Unigene no National Center for
Biotechnology Information - NCBI foram baixadas e as comparagbes com a aveia
foram feitas utilizando as ferramentas de BLASTn e tBLASTx. Observou-se que o
banco de ESTs de aveia UNIGENE-NCBI consiste de muitas sequéncias pouco
similares a outras espécies comparados a nucleotideos (46,72%) e aminoacidos
(74,97%). Uma minoria de 4,56% das sequéncias presentes no banco de ESTs de
aveia UNIGENE-NCBI apresentam alta similaridade com sequéncias de espécies de

mono e dicotiledbneas.

Palavras-chave: Microssatélites, elementos cis-acting, evolu¢do de gramineas,

bioinformatica.



Abstract

BERVALD, Clauber Mateus Priebe. Comparative genomics in grasses. 2009,
113f. Tese (Doutorado) — Programa de Pds-Graduagdo em Agronomia. Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas — RS.

The use of sequences of DNA has been the base of comparative genomics for
evolutionary studies. The transfer of information from model species to agricultural
species has been revolutionizing the molecular genetics and strategies of crop
improvement. The combination of classic methods of genetics and breeding with
molecular technologies of genomic analysis opens a new perspective for the
increase of the understanding of the genetic basis and the acceleration of breeding
programs. Bioinformatics is becoming a tool that will be an essential part of the plant
scientific research contributing to this challenge, and allowing inferences of function,
structure and evolution of genes and genomes, search of markers, primers design,
among other possibilities. In this sense, three studies of comparative genomics in
grasses were accomplished, using bioinformatics tools. In the first work, the objective
was to analyze the microsatellite abundance in genome fractions of 13 species of the
genus Oryza, describing the rates, frequencies and pattern of distribution of the
different microsatellites. The microsatellite frequency varies inversely proportional to
the size of the genome of the specie of the genus Oryza. The A genome species
presented the highest occurrences and frequencies for all types and total
microsatellites. The trimers composed by cytosines and guanines presented the
percentile largest of occurrence among the species, without direct relationship with
the GC content of the species. In the second work, the promoter region of 1,000
bases pairs of the genes OsNramp of Oryza sativa subsp japonica cv. Nipponbare
was investigated as 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 present in each one of the promoter regions. Were detected 170 different
cis-acting elements in the upstream region of the genes members of the family
OsNramp subsp japonica cv. Nipponbare. A total of 14 elements were common to
the eight members of the family OsNramp subsp japonica cv. Nipponbare. The
element CACTFTPPCA1 was the most frequent motif in the promoter region of the

genes of the family OsNramp of Oryza sativa subsp japonica cv. Nipponbare. The



objective of the last work was to compare the sequences of oats with the species
Arabidopsis, barley, rice, sugarcane, Sorghum, wheat and corn, looking for to infer
evolutionary relationships of those species with the oats. Sequences of eight species
of plants evaluable at the present moment, in the Unigene data bank in the National
Center for Biotechnology Information - NCBI were downloaded and comparisons with
oat made using the BLASTn and tBLASTx tools. It was observed that the bank of
ESTs of oats UNIGENE-NCBI consists from many sequences a little similar to other
species compared to nucleotides (46,72%) and aminoacids (74,97%). Only 4,56% of
the sequences present in the UNIGENE-NCBI oat EST bank presents high similarity
with sequences of mono and dicotyledonous species.

Keywords: Microssatellites, cis-acting elements, grasses evolution, bioinformatics.
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Introducéo geral

O melhoramento de plantas € a arte e a ciéncia de modificar geneticamente
as plantas, em beneficio do homem (ALLARD, 1971, FEHR, 1987). O melhoramento
como arte depende da intuicdo e das experiéncias acumuladas, inerentes a cada
individuo. A despeito de toda a evolugdo nas técnicas de melhoramento, a arte
continua a ser um componente muito importante na carreira de um melhorista
(FEDERIZZI, 1998). Como ciéncia, o melhoramento de plantas & multidisciplinar
envolvendo o conhecimento da agronomia, boténica, genética e citogenética,
genética molecular, fisiologia, patologia, entomologia, bioquimica, e estatistica
(SCHELGEL, 2003).

O sucesso da produgéo 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). O grande desafio dos melhoristas de plantas consiste
em disponibilizar, permanentemente, gendétipos de qualidade elevada e identificar
constituicdes genéticas que superem o rendimento de gréos e outros caracteres
agrondmicos expressados pelos cultivares existentes no mercado (BROWN e
FORSBERG, 1987, MARCHIORO et al. 2005). Para isto, o0 melhoramento genético
de plantas requer trés etapas fundamentais para a obtengcdo de gendtipos
superiores: presencga da variabilidade genética, eficiéncia na selegdo dos gendtipos
mais promissores e ajuste das melhores constituicbes genéticas ao ambiente de
cultivo (CARVALHO et al., 2003).

Os melhoristas de plantas do mundo inteiro tém buscado constantemente

aumento na eficiéncia da selecdo, o melhor conhecimento e caracterizagdo do
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germoplasma e a maximizagdo dos ganhos genéticos. Novas formas de alcancgar
estes objetivos tém sido constantemente perseguidas pelo melhoramento.
(MILACH, 1998a). Com o advento das técnicas de biologia molecular, uma das
alternativas tem sido a utilizacdo de marcadores moleculares.

Os marcadores moleculares sao definidos como qualquer fenétipo molecular
oriundo de um gene expresso ou de um segmento especifico de DNA (TANSKLEY,
1983; FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998). MILACH (1998a) descreve que
marcadores sao caracteristicas de DNA que diferenciam dois ou mais individuos e
sdo herdados geneticamente. Os marcadores moleculares propiciam, aos
pesquisadores, 0 acesso a variabilidade em nivel de DNA em plantas, sem sofrerem
a influéncia do ambiente em relacdo aos caracteres morfolégicos, sendo uma
poderosa ferramenta para programas de melhoramento genético (MILACH 1998b;
ZIMMER et al., 2005).

Os marcadores de DNA sao livres de efeitos pleiotrépicos, permitindo, dessa
forma, que qualquer numero de marcadores seja monitorado em uma unica
populacdo. A analise de marcadores moleculares pode ser executada em qualquer
estagio do ciclo de vida de um organismo e a partir de quase qualquer tipo de tecido,
incluindo tecidos de herbarios e mumificados. Muitos marcadores de DNA
apresentam expresséo co-dominante, permitindo que gendtipos sejam determinados
em qualquer esquema de melhoramento (KUMAR, 1999).

A area de maior impacto dos marcadores moleculares no melhoramento
vegetal é através do emprego da selegdo assistida por marcadores para
identificacdo de gendtipos superiores em populagdes segregantes (FEDERIZZI,
1998). A selecédo assistida por marcadores moleculares pode, potencialmente,
acelerar o progresso genético pelo aumento na eficiéncia de selegéo, reducdo no
intervalo de geragdes e identificacdo de quebra de ligagdes indesejaveis (OLIVEIRA,
2007). Entretanto, como se acreditava inicialmente, essa tecnologia ndo substitui o
melhoramento convencional na avaliacdo do resultado desses processos
(VARSHNEY et al., 2005a).

A selecdo assistida por marcadores baseia-se na concepgao de que é
possivel inferir a presenga de um gene por meio da presenga de um marcador
fortemente ligado a esse gene. Inicialmente, sdo identificados marcadores
moleculares ligados ao gene de interesse e por meio desses marcadores, a heranga

e a introgressao do gene pode ser analisada nos programas de melhoramento.
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Usando os marcadores € possivel ndo sé selecionar plantas que contém os genes
de interesse, mas também que carregam uma grande parte de genes do genoma do
genitor doador (KUMAR, 1999). O uso de marcadores moleculares possibilita a
selecao de varios caracteres ao mesmo tempo, permite a identificacdo rapida de
plantas geneticamente superiores em cada geracdo e reduz o tamanho da
populagdo a ser desenvolvida em cada geragdo, minimizando esforgos e recursos
nas avaliacoes.

Outro fato importante nos ultimos anos, € que a genémica e a bioinformatica
tém invadido as pesquisas em biologia, genética e melhoramento. Durante as
ultimas décadas, os principais avan¢gos no campo da biologia molecular, junto com
0s avangos nas tecnologias genOmicas, conduziram a um crescimento na
informacéo bioldgica 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 revolugdo esta ligada a importantes progressos
nos métodos e tecnologias que permitem o sequenciamento de DNA em grande
escala (OLIVEIRA, 2007). A grande quantidade de informagdes 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 os dados (NCBI, 2009). A literatura biolégica também estad crescendo
fortemente, dessa forma, € impossivel até mesmo para o pesquisador mais
cuidadoso, manter-se atualizado com as informacdes necessarias da area sem o
auxilio de ferramentas computacionais (MAIA, 2007).

Consequentemente, surge uma nova area do conhecimento chamada de
bioinformatica, o campo da ciéncia em que a biologia, ciéncia da computacéo e a
tecnologia da informacédo se fundem para formar uma unica disciplina. Segundo
GOODMAN (2002), a bioinformatica € uma arte, uma engenharia e uma ciéncia, que
esta cercada pelo desenvolvimento de um novo método computacional e a aplicagao
destes para resolver problemas biolégicos e ser capaz de descobrir novos aspectos
biologicos. A comparacdo de sequéncias de DNA, RNA e sequéncias protéicas
fornece a base para muitas ferramentas de bioinformatica e pode permitir a
inferéncia da fungao, estrutura e evolugao de genes e genomas (RHEE et al., 2006).

Como a quantidade de dados cresce exponencialmente, o campo da

bioinformatica evoluiu de tal forma que a tarefa mais urgente agora envolve a analise
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e interpretagdo de varios tipos de dados, incluindo sequéncias de nucleotideos e
aminoacidos, dominios de proteinas e estruturas de proteinas. Segundo SUMNER et
al., (2003), ferramentas apropriadas de bioinformatica e métodos de analise sdo a
chave para a integragcdo da metaboldmica com outras ferramentas de gendmica
funcional, e a ciéncia de plantas em geral. Desta forma, a bioinformatica 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).

A combinacdo de métodos classicos de genética e melhoramento com
tecnologias moleculares de analise gendbmica abre uma nova perspectiva para a
ampliagdo do conhecimento genético e para a aceleragdo de programas de
melhoramento (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998). Atualmente, a bioinformatica
também pode contribuir para este desafio. Neste sentido, o objetivo geral desta tese
foi contribuir com a pesquisa cientifica com a realizagdo de trabalhos aplicados as
plantas, principalmente gramineas, utilizando a bioinformatica como ferramenta.

O trabalho teve os seguintes objetivos especificos: (1) analisar os genomas
de 14 espécies do género Oryza, buscando elucidar as taxas, frequéncias e padrao
de distribuicdo de diferentes microssatélites; (2) verificar os elementos cis-acting em
regides promotoras de genes OsNramp; (3) analisar comparativamente seqiéncias
de ESTs de aveia e outras gramineas e Arabidopsis através da gendmica

comparativa.
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1. Microssatélites em espécies do género Oryza

Genetics and Molecular Biology (ISSN 1415-4757)

RESUMO

O objetivo do trabalho foi analisar a abundancia de microssatélites no genoma de 13
espécies do género Oryza obtidas do GeneBank do National Center for
Biotechnology Information — NCBI, com o programa SSRLocator, descrevendo as
taxas, frequéncias e padrdo de distribuicdo dos diferentes microssatélites. A
frequéncia de microssatélites varia inversamente proporcional ao tamanho do
genoma da espécie no género Oryza. As espécies de genoma A apresentam as
maiores frequéncias para todos os tipos de microssatélites e totais no género Oryza.
Os trimeros compostos por citosinas e guaninas apresentam o maior percentual de
ocorréncia entre as espécies de género Oryza, sem relagédo direta com o conteudo

GC da espécie.
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INTRODUCAO

Entre todas as técnicas, uma classe de marcadores moleculares muito
promissores sdo os microssatélites ou repeticdes de seqléncias simples (SSRs). A
abundancia genémica e o potencial inerente de variagao, oriundo dessas mutagdes,
tornam esta classe de marcadores uma poderosa ferramenta para varias aplicacoes
na genética e melhoramento vegetal.

Microssatélites sao seqliéncias de DNA formadas pela disposi¢cao em série de
nucleotideos repetidos em arranjos formados entre dois e seis pares de bases
(Morgante e Olivieri, 1993). As regides microssatélites estdo mais propensas a
ocorréncia de lagos (loops) ou estruturas conhecidas como hairpins, promovendo um
aumento ou reducao no numero de sequéncias das repeticoes devido a insercido ou
exclusdo de pares de bases, pois nestes trechos, durante o processo de replicagao,
a DNA polimerase pode sofrer um deslize (lyer et al.,, 2000). Ainda, os mesmos
podem ser encontrados em qualquer genoma (eucarioto e procarioto) e em regides-
codificantes e nao-codificantes (Katti, Ranjekar, e Gupta, 2001; Toth, Gaspari, e
Jurka 2000), com SSRs sendo mais abundantes em regides nao-codificantes do que
em exons (Hancock, 1995). O locus pode ser perfeito, imperfeito (interrompido por
varios nucleotideos nao repetidos) ou por repeticbes compostas (Hearne et al.,
1992).

Estes marcadores sdo muito promissores por serem uteis em uma variedade
de aplicagdes na genética e no melhoramento de plantas pela sua reprodutibilidade,
natureza multialélica, alto grau de polimorfismo, heranga co-dominante, relativa
abundancia e boa cobertura do genoma (Powell et al., 1996). Os microssatélites
tornaram-se uma fonte valiosa de marcadores genéticos (Temnykh, 2001; Varshney

et al., 2005b) por causa da sua abundancia e potencial inerente para variagdo. Estes
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marcadores sao Uteis para integragao de mapas genéticos e fisicos e tem provido os
melhoristas e geneticistas de plantas com uma ferramenta eficiente para associar
variagao genética e fenotipica (Gupta e Varshney, 2000; Varshney et al., 2005b).

Os microssatélites (revisado por Maia et al., 2008) foram estudados em
diferentes espécies, sendo reportadas ocorréncias que correspondem a 0,85% do
genoma de Arabidopsis thaliana, 0,37% do milho (Zea mays subsp. mays), 3,21% do
peixe Fugu rubripes, 0,21% do Caenorhabditis elegans, 0,30% do Sacharomyces
cerevisae (Morgante et al., 2002) e 3% no genoma humano (Subramanian et al.,
2003).

Os microssatélites sdo uma importante classe de marcadores moleculares
utilizada para entender relagbes de espago entre segmentos de cromossomos,
podendo ajudar na analise das relagbes temporais e evolutivas entre espécies e
géneros (Kashi et al., 1997; Maia, 2008). Muitas espécies selvagens tém sido
usadas como fonte de variabilidade genética nos programas de melhoramento para
espécies cultivadas. No caso do arroz, existe uma extensa variabilidade genética
disponivel no género que proporciona uma grande oportunidade para a melhoria da
cultura no futuro (Chakravarthi e Naravaneni, 2006). O género Oryza compreende
um extenso grupo formado atualmente por 23 espécies (Londo et al., 2006), sendo
as espécies Oryza sativa spp japonica e O. sativa spp indica as mais cultivadas e
estudadas. Embora, as outras espécies nao sejam de grande importancia
econdmica e agricola, podem ser muito uteis para o melhoramento genético como
fonte de novas formas de alelos ou diferentes genes. Neste sentido, o
desenvolvimento de marcadores alelo-especifico para genes que controlam
caracteres agrondmicos serdao importantes para o avango cientifico no

melhoramento de plantas. Além disso, 0 genoma do arroz esta completamente
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sequenciado e este fato podera ser importante para a obtencdo de marcadores,
devido a proximidade com as outras espécies do género Oryza.

A obtencao de novos marcadores moleculares microssatélites €, usualmente,
uma tarefa lenta e de altos custos, especialmente quando feita em laboratério a
partir de protocolos convencionais. Considerando a vasta utilidade dos
microssatélites, varios grupos de pesquisa tem se esforcado em caracterizar a sua
abundancia, distribuigao e localizagdo genémica utilizando métodos in silico (La Rota
et al., 2005; Garnica et al., 2006, Grover e Sharma, 2007). As ferramentas in silico
foram desenvolvidas para facilitar e reduzir os custos com marcadores moleculares.
Neste contexto, o uso da bioinformatica para analise de bancos de dados que
disponibilizam trechos de regides sequenciadas do DNA de espécies de interesse,
na busca de areas de DNA repetitivo pode fornecer novos marcadores moleculares
(Varshney et al., 2005a).

Microssatélites tem sido frequentemente usados para auxiliar na classificacédo
e identificacdo de diferentes espécies (Lawson e Zhang, 2006), visto que SSRs
polimérficos aumentam a possibilidade de detecgcdo de diferencas alélicas entre
espécies proximas, dentro de uma espécie, ou até mesmo entre individuos numa
populacao (Yu et al.,, 1999). Os microssatélites dividem-se em Classe | (>=20pb) e
Classe Il (>=12pb e <20pb) baseado no tamanho e seu potencial como marcadores
genéticos informativos com aplicagdo para o melhoramento genético (Temnkyh et
al., 2001). Marcadores moleculares indexados no genoma de espécies Oryza podem
facilitar estudos moleculares e a selegao assistida por marcadores moleculares, logo
o conhecimento da ocorréncia e frequéncia dos diferentes tipos de SSRs nos

genomas das espécies Oryza contribuira para o entendimento da sua distribuicéo e
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também no desenvolvimento de marcadores SSRs promissores para analises
genéticas.

Neste sentido, o objetivo do trabalho foi analisar os genomas de 14 espécies
do género Oryza, buscando elucidar as taxas, frequéncias e padrao de distribuicéo
de diferentes microssatélites, assim como apontar os locos mais promissores para
serem usados como marcadores moleculares, considerando que pouco ainda é

conhecido sobre a abundancia e variacdo de microssatélites nestas espécies.

MATERIAL E METODOS

As sequéncias dos genomas de 13 espécies do género Oryza foram obtidas
do GeneBank do National Center for Biotechnology Information - NCBI
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/). As fragdes gendmicas das espécies Oryza baixadas e
seus respectivos tamanhos entre parénteses foram O. alta (81 Mbp), O. australiensis
(176 Mbp), O. brachyantha (46 Mbp), O. coarctata (136 Mbp), O. glaberrima (41
Mbp), O. granulata (98 Mbp), O. minuta (102 Mbp), O. nivara (72 Mbp), O. officinalis
(76 Mbp), O. punctata (51 Mbp), O. ridleyi (137 Mbp), O. rufipogon (96 Mbp) e O.
sativa, de subespécies indica (339 Mbp) e japonica (371 Mbp).

As sequéncias foram depositadas em arquivos no padrdao Fasta em
computadores do Centro de Gendmica e Fitomelhoramento (CGF/FAEM/UFPel) e,
posteriormente, analisadas utilizando o programa computacional SSRLocator (MAIA

et al., 2008) (http://www.ufpel.edu.br/~Imaia.faem) para a localizacdo dos

microssatélites. O programa foi configurado para localizar microssatélites Classe | e
Classe Il, nos tipos compreendidos entre monémeros e hexameros. O numero
minimo de repeticbes para mondmeros foi 12, seis para dimeros, quatro para

trimeros, trés para tetrameros e pentameros e dois para hexameros.
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ApOs a busca, estes resultados foram analisados quanto a quantidade total de
ocorréncias, distribuicdo, percentagem, freqiéncias e tamanho dos diferentes

motivos SSRs.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ocorréncia Geral de Microssatélites

Neste trabalho de busca da distribuicado de microssatélites em 13 espécies de
arroz nao foi realizada discriminacdo entre as diferentes partes funcionais do
genoma. O objetivo principal foi obter um padrédo de distribuicdo dos microssatélites
nos genomas.

Na Tabela 1.1 sdo apresentados os genomas das espécies Oryza e seus
respectivos tamanhos sequienciados e tamanhos estimados em milhdes de pares de
bases (Mpb) (Ammiraju et al., 2006), seguidos pela quantidade total de ocorréncias
para microssatélites Classe | e Classe Il (>12pb) por tipo de microssatélite e a
freqUéncia do numero de locos para cada milhdo de pares de bases (locos/Mbp) em
cada genoma. A espécie O. sativa subsp. indica e O. sativa subsp. japonica é a
unica espécie completamente seqlenciada até o momento, por isso, mesmas foi
tomada como referéncia no estudo.

Os resultados revelaram grande variagdo nas quantidades totais de
microssatélites, sendo encontrados desde 41.056 locos em O. glaberrima a 493.099
locos em O. sativa sub. japonica. As espécies Oryza com genoma de tamanho
aproximado a 400 Mb apresentaram as maiores frequéncias totais, comparado as
espécies que possuem genomas préoximos a 1.000 Mb. As espécies com as maiores

frequéncias sao diploides e possuem genoma AA, exceto O. punctata (BB, BBCC) e
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O. brachyantha (FF) com genomas diferentes (Vaughan, Morishima e Hadowaki,
2003). Em O. sativa subsp. indica e O. sativa subsp. japonica, a maior freqténcia
para todos os tipos de microssatélites e totais era esperada devido as maiores
fragcbes genbmicas analisadas para esta espécie.

As cinco espécies de genoma AA, O. punctata (genoma BB, BBCC), e O.
brachyantha (genoma FF), possuem genomas pequenos comparado com as demais
espécies do género Oryza de tamanhos estimados maiores (Ammiraju et al., 2006),
nas quais, os bancos de dados ainda sao pequenos, compreendendo inclusive
algumas das espécies com genoma AA.

Os tipos de microssatélites com as maiores ocorréncias e frequiéncias entre
as espécies foram os hexameros, trimeros e tetrameros seguidos pelos demais
microssatélites (Tabela 1.1). Resultados semelhantes para os tipos de
microssatélites com maior ocorréncia e frequéncia foram encontrados em
sequéncias genbmicas de arroz, no genoma completo de Arabidopsis para os
hexdmeros e trimeros e em clones gendmicos de Medicago truncatula somente para
hexadmeros (Mun et al., 2006). Ainda pode ser observado um padrao de ocorréncia
de microssatélites que varia inversamente ao tamanho do genoma para os
mondmeros, trimeros e hexameros, sendo também observado em dimeros e
trimeros, com excegao para alguns genomas.

Deve ser dada particular importancia para os trimeros e hexameros, pois
estes tipos de sequéncias repetitivas podem formar codons, e assim
consequentemente codificar para um ou mais aminoacidos (Nelson e Cox, 2004).
Da mesma forma, a alteracdo no numero de repeticdes nestes microssatélites nao
causa mudancas na sequéncia de leitura (frames), sendo mais tolerados por

mecanismos associados a pressao de selecao.
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Considerando o tamanho atual dos bancos de dados e o tamanho estimado

do genoma destas espécies, o numero de microssatélites encontrado no estudo
pode ser tomado como amostra e servir para estimar a distribuicdo completa dos

microssatélites nestas espécies.

Frequéncias de Microssatélites Classe | e |l

Os dimeros e os hexameros foram os locos microssatélites mais frequentes
para as classes | e Il (Figuras 1.1 e 1.2), respectivamente. As frequéncias dos
diferentes tipos de microssatélites nos genomas de espécies do género Oryza, para
a Classe | e Classe Il foram maiores nas duas espécies sequenciadas, exceto para
monémeros. No entanto, pode se observar uma maior frequéncia de locos
microssatélites para aquelas espécies com genomas menores, e consequentemente
ocorréncias menores para as espécies com genomas maiores, exceto em O.
coarctata nos dimeros, pentdmeros e hexdmeros da Classe Il. Estes dados
corroboram com os resultados encontrados de ocorréncia e frequéncia geral de

microssatélites (Tabela 1.1).

Ocorréncia percentual e percentual média dos diferentes tipos de microssatélites

Os resultados percentuais médios de ocorréncia (Figura 1.4) mostram que os
dimeros apresentaram a maior ocorréncia (49%) de microssatélites Classe |,
enquanto que para a Classe Il, os hexameros foram os mais freqlentes com 69,5%.
Em ambas as classes, a segunda maior ocorréncia foi encontrada para os
microssatélites dimeros, com 20,2% e 11,5% para a classe | e Il, respectivamente.

A ocorréncia percentual de microssatélites para as Classes | e Il (Figuras 1.3A

e 1.3B) foi maior para dimeros e hexameros, respectivamente. As espécies Oryza
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com tamanho de genoma proximo a 400 Mb, sendo a maioria com genoma AA,
apresentaram ocorréncias menores que 49% para os dimeros na Classe |, exceto
para O. brachyantha (genoma FF) com 52,5%. Além destas, as espécies O.
officinalis (632 Mb, genoma CC) e O. ridleyi (1283 Mb, genoma HHJJ) também
apresentaram valores de ocorréncia menor que a média. As espécies com genomas
com aproximadamente 1000 Mb, revelaram ocorréncias maiores que a média. Pode
ser observada a mesma tendéncia para os hexameros na Classe Il, em que os
genomas menores apresentaram ocorréncias menores que a média de 69,5%, com
excecdo da espécie O. punctata com ocorréncia superior. Para as espécies com
genomas maiores, as ocorréncias ficaram todas acima da média encontrada para o
tipo de microssatélites nesta classe. Estes resultados indicam que as ocorréncias
percentuais encontradas estao relacionadas com o tamanho do genoma estimado
por Ammiraju et al. (2006).

Quando os resultados para as classes | e |l sdo analisados conjuntamente
(Figura 1.3C), os hexameros apresentaram a maior ocorréncia percentual, seguidos

dos dimeros, trimeros, pentdmeros e mondmeros, respectivamente.

Tamanho dos Microssatélites

Na Figura 1.5 sdo apresentados separadamente os tamanhos médios dos
diferentes tipos de microssatélites para as Classes | e Il, em cada genoma das
espécies do género Oryza analisadas no estudo. Em ambas as classes, o maior
tamanho médio foi detectado nos dimeros, assim como também a maior variagao
média nos locos microssatélites para as duas classes. Além disso, apareceram

valores um pouco discrepantes na Classe | para os monémeros em O. alta e para
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hexadmeros em O. australiensis, resultados estes justificados pela presenca de
alguns locos com tamanhos muito superiores a média.

Os microssatélites sao divididos nas classes | e |l, baseado no tamanho e seu
potencial como marcadores genéticos informativos com aplicagdo para o
melhoramento genético (Temnkyh et al., 2001). Contudo, os microssatélites Classe |
sao descritos como os melhores na utilizacdo como marcadores moleculares, pois
sao mais polimérficos devido a maior probabilidade de mutagdes em locos maiores,
logo os locos dos tipos dimeros desta classe, apontados neste estudo sdo os

melhores candidatos a marcadores.

Distribuicdo da ocorréncia e percentuais de motivos monémeros, dimeros, trimeros,
tetrameros, pentameros e hexameros

Os resultados para motivos, valores percentuais da ocorréncia e total para
cada espécie (Tabela 1.2) revelaram diferengas no padréao de ocorréncias dos tipos

de motivos encontrados nas espécies de arroz.

Monémeros

Os microssatélites mondmeros apresentaram diferencas no padrdo de
ocorréncia dos motivos C/G e A/T entre as espécies de arroz. Nas espécies O. alta,
O. brachyantha, O. sativa subsp. japonica, os motivos C/G foram mais frequentes
com 57, 72 e 71%, respectivamente, enquanto que nas espécies O. glaberrima, O.
granulata, O. minuta, O. nivara, O. officinalis, O. punctata, O. rufipogon, O.
australiensis, O. coarctata, O. ridleyi e O. sativa subsp. indica apresentaram os

motivos A/T mais frequentes, com variagao entre 55 e 78%.
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Dimeros

Para os motivos dimeros também foram observadas diferencas nos padrdes
de ocorréncia dos motivos entre as espécies Oryza. Os motivos AT/AT e TA/TA
foram os mais abundantes, apresentando os maiores percentuais de ocorréncia nas
espécies O. alta (42 e 23%), O. brachyantha (30 e 27%), O. minuta (30 e 24%), O.
officinalis (28 e 25%), O. punctata (27 e 23%), O. australiensis (34 e 22%), O.
coarctata (31 e 26%), O. ridleyi (34 e 26%). McCouch et al. (1997) também
encontraram o motivo dimero AT como o mais abundante em plantas, enquanto que
AC foi o mais abundante para o genoma humano. Ainda foram encontrados os
motivos dimeros AG/CT e AT/AT em O. glaberrima (24 e 21%), O. sativa subsp.
indica (22 e 21%) e O. sativa subsp. japonica (34 e 29%), e GA/TC e AG/CT (23 e
22%) em O. nivara, sendo que estes motivos estdo incluidos entre os maiores
percentuais de ocorréncia de microssatélites dimeros.

Os resultados do trabalho estdo de acordo com Kumptala e Mukhopadhyay
(2005), que encontraram o motivo AT como o segundo dimero mais abundante em
espécies dicotiledbneas. Em solanaceas, o motivo AT/AT foi o mais frequente com
8,29%, respectivamente (Maia et al.,, 2009). Morgante et al. (2002), observaram
resultados diferentes, com as repeticdes AT ocorrendo em frequéncia mais baixa do
que os demais motivos dimeros. Morgante et al. (2002) e Varshney et al. (2002)
também demonstraram que AG/CT foram o0s microssatélites dimeros mais
frequentes observados em ESTs de plantas.

As repeticoes AC/CA/TG/GT apresentaram baixa frequéncia nas espécies
estudadas, corroborando com observagbes feitas por Kumptala e Mukhopadhyay
(2005). Em trabalho de Varshney et al. (2002) com ESTs de cereais, 0s mesmos

observaram que a repeticdo AC (igual ao grupo AC/CA/TG/GT no estudo) foi o
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segundo dimero mais frequente. A escassez das repetigdes AG/CT também foi
observada nas espécies de arroz, corroborando com resultados encontrados
também em outras espécies de plantas (Morgante e Olivieri, 1993, Lagercrantz et
al., 1993, Kumptala e Mukhopadhyay, 2005). No entanto, Maia et al. (2009)
estudando microssatélites em Brassicas, Solanaceas e Poaceas, observaram que os
dimeros AG/CT (6,72%) e GA/TC (5,61%) foram os motivos mais frequentes nos
cereais.

Em todas as espécies analisadas, as menores ocorréncias foram para
aqueles motivos formados por guanina e citosina (CG/CG), sendo que na espécie O.
alta onde n&o foram encontrados locos formados por esses arranjos. Resultados
semelhantes foram encontrados em Medicago truncatula (Mun et al., 2006) e em
Poaceas e até mesmo ausentes em espécies Brassicas e Solanaceas (Maia et al.,
2009). Uma explicacdo pode ser que as repeticbes (GC), sdo selecionadas contra
devido ao aumento na estabilidade das estruturas de lagos (GC),.

Outros estudos mostraram que os motivos AG e GA foram os mais frequentes
em Arabidopsis (Cardle et al., 2000; Morgante et al., 2002; Lawson e Zhang, 2006;
Parida et al., 2006) e AT/AT em B. rapa (Hong et al., 2007). Em estudos com ESTs
das mesmas espécies foram encontradas taxas de ocorréncia entre 20-25% para o
dimero AG e 15-20% para AT (Kumptla e Mukhopadhyay, 2005). Em outros estudos
foram detectadas taxas de ocorréncia entre 38-50% para o motivo AG em Z. mays,
H. vulgare, O. sativa, S. bicolor e T. aestivum (Varshney et al., 2002; Morgante et al.,
2002; Kantety et al., 2002; Thiel et al., 2003; Yu et al., 2004; La Rota et al., 2005) e
taxas de 50% de AC em H. vulgare (Varshney et al., 2002). Entretanto, alguns

estudos mostraram GA como o motivo mais abundante em algumas dessas
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gramineas (Temnykh et al., 2001; Kantety et al., 2002; Nicote et al., 2004; Parida et

al., 2006).

Trimeros

Os motivos compostos por C e G (CGC/GCG, GCC/GGC e CCG/CGG)
apresentaram os maiores percentuais de ocorréncia (24 a 43%) entre os trimeros na
maioria das espécies, exceto nas espécies O. alta, O. australiensis e O. ridleyi. Os
motivos ACT/AGT (O. nivara, O. officinalis, O. coarctata e O. ridleyi), ACA/TGT (O.
punctata, O. rufipogon, O. sativa subsp. indica e O. sativa subsp. japbnica) e
AAC/GTT (O. brachyantha, O. glaberrima e O. minuta) apresentaram as menores
ocorréncias revelando serem os mais raros na maioria das espécies (1%). Os
resultados encontrados para os motivos trimeros compostos por C e G foram muito
variaveis e ndo podem ser relacionados com o tamanho do genoma e conteudo GC
das espécies.

Em estudo com cromossomos de arroz, os microssatélites trimeros
(CGG/GCC), foram os motivos mais frequentes (Akagi et al., 1996). Os trimeros
compostos por C e G foram os motivos mais freqientes em Poaceas (Maia et al.,
2009). Outros estudos mostraram predominancia na ocorréncia do motivo CCG em
espécies gramineas (Z. mays, H. vulgare, O. sativa, S. bicolor, T. aestevum, S.
cereale e S. officinalis) (Cordeiro et al., 2001; Varshney et al., 2002; Morgante et al.,
2002; Kantety et al., 2002; Thiel et al., 2003; Yu et al., 2004; Peng et al., 2005; Nicot
et al., 2004; La Rota et al., 2005). Em Arabidopsis e Brassica rapa (Morgante et al.,
2002; Hong et al., 2007) foram encontrados resultados contrastantes que indicaram

ocorréncia predominante do motivo AAG. Os motivos AAG/AGA/GAA foram os mais



31
freqientes em Arabidopsis, B. napus, B. rapa, S. lycopersicum e S. tuberosum
(Kumptla e Mukhopadhyay, 2005) e em Citrus (Jiang et al., 2006).

Em regides génicas do genoma, estes cédons compostos por C e G tém
potencial para codificar para os aminoacidos prolina (CCG), arginina (CGG, CGC),
alanina (GCG, GCC) e glicina (GGC) (Nelson e Cox, 2004), porém entre estes, a
expansao do motivo direcionando para adigdes do aminoacido prolina pode ter
efeitos fortes na estrutura da proteina, enquanto em alanina e glicina terdo efeitos

bem menores (La Rota et al., 2005).

Tetrameros, Pentameros e Hexameros

Para os locos microssatélites formados por arranjos superiores a trés
nucleotideos (tetrameros, pentameros e hexameros), somente os trés motivos mais
frequentes, assim como os totais de cada um dos tipos de microssatélites sao
apresentados na tabela. Os resultados indicam diferencas no padrao de ocorréncias
dos trés tipos de motivos entre as espécies de arroz.

Os tetrameros apresentaram um padrdo de ocorréncia de motivos com
diferencas entre as espécies. Os motivos ATTA/TAAT em Oryza brachyantha (37%),
O. glaberrima (17%), O. nivara (15%), O. officinalis (14%), O. australiensis (18%), O.
coarctata (17%), O. sativa subsp. indica (17%), AAAT/ATTT em O. minuta (15%), O.
punctata (16%), O. ridleyi (17%), e GAAA/TTTC em O. alta (18%) e O. rufipogon
(16%) foram os que apresentaram as maiores ocorréncias médias. Esses motivos
foram os mais frequentes entre as espécies, sempre alternando as primeiras
posicoes entre si com eventuais exceg¢des. Em Hordeum vulgare, ACGT foi o motivo

mais abundante (Thiel et al., 2003). Estudos com Arabidopsis indicaram que os
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motivos AAAG e AAAT foram os mais frequentes e AAAT em B. rapa (Cardle et al.,
2000; Hong et al., 2007).

Para os pentameros, os motivos GAAAA/TTTTC e AAAAT/ATTTT juntamente
com AAAAG/CTTTT foram os trés mais frequentes na maioria das espécies. Entre
estes, o motivo AAAAG/CTTTT foi o mais comum, sendo encontrado em O. minuta
(18%), O. nivara (24%) e O. officinalis (20%), O. punctata (27%), O. rufipogon (30%),
O. coarctata (14%), enquanto que em O. sativa subsp. japonica, o motivo de maior
ocorréncia foi ATATA/TATAT (19%). Também foram encontrados os motivos
AATCT/AGATT (26%) em O. alta, CGAGC/GCTCG (16%) em O. brachyantha,
AAGAA/TTCTT (20%) em O. granulata, ATTTA/TAAAT (15%). Maia et al., (2009),
observaram os motivos GAAAA/TTTTC, AAAAT/ATTTT e AAAAC/GTTTT em
Brassicas, AAAAT/ATTTT, AAAAG/ CTTTT em solanaceas com os mais frequentes
entre os pentdmeros. Também foram observados AAAAT (Hong et al., 2007), e
AAAAT/GAAAA (Jiang et al., 2006) como os motivos mais freqlentes encontrados
em Rosaceas e Citrus, respectivamente.

Os motivos mais freqluentes encontrados para os hexameros foram
AGAAAA/TTTTCT em O. glaberrima (14%), O. nivara (16%), O. rufipogon (15%) e
O. sativa subsp. indica (13%). Também foram encontrados AAAAAG/CTTTTT em O.
alta (17%) e AAAAAT/ATTTTT em O. coarctata (13%). Entre os resultados
encontrados no trabalho, os motivos AAAAAT em Arabidopsis (Zhang et al., 2004)
AAAAAG em Citrus (Jiang et al., 2006) estiveram entre as maiores ocorréncias para

hexameros.
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Discusséao Geral

O género Oryza apresenta um grande numero de espécies que podem ser
utilizadas como fonte de variabilidade genética de alelos para o melhoramento
genético de plantas. O conhecimento dos microssatélites presentes nas fragdes
genbmicas atualmente disponiveis das espécies de arroz pode facilitar os estudos
moleculares e o uso da selecio assistida ao melhoramento de plantas, pois podem
fornecer marcadores detectaveis para genes agronomicamente importantes.

No presente estudo, podemos verificar que a frequéncia de microssatélites
encontrada varia inversamente proporcional ao tamanho do genoma da espécie do
género Oryza. Além disso, as frequéncias encontradas podem ser tomadas como
amostra e servir para estimar a distribuicdo completa dos microssatélites,
considerando o tamanho atual dos bancos de dados e o tamanho estimado dos
genomas destas espécies. Os resultados obtidos referentes aos principais motivos
de microssatélites como a riqueza de ocorréncias de dimeros e trimeros, fornecem
uma visao final das classes destes marcadores que devem ser exploradas com mais
intensidade, pois estas sequiéncias podem ser usadas como um ponto de partida, ao
menos para acessar a abundancia e o beneficio dos microssatélites como
marcadores moleculares nas espécies estudadas.

O programa SSRLocator mostrou ser eficiente e eficaz para a realizagdo de
estudos in silico, facilitando a obtencdo de marcadores microssatélites, e
consequentemente reduzindo os custos no desenvolvimento de microssatélites no
futuro e beneficiar a genética comparativa e mapeamento fisico, estudos de
diversidade genética, mapeamento génico, selecdo assistida por marcadores e
eventualmente a clonagem posicional de genes uteis em cereais e outras espécies

importantes das gramineas.
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CONCLUSOES

A freqléncia de microssatélites varia inversamente proporcional ao tamanho
do genoma da espécie no género Oryza.

As espécies de genoma A apresentam as maiores frequéncias para todos os
tipos de microssatélites e totais no género Oryza.

Os trimeros compostos por citosinas e guaninas apresentam o maior
percentual de ocorréncia entre as espécies de género Oryza, sem relacdo direta

com o conteudo GC da espécie.
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Tabela 1.1. Quantidade total de ocorréncias e frequéncias (locos/Mb) dos diferentes tipos de microssatélites, Classe | (>20pb) e

Classe Il (>12pb e <20pb), nos genomas de espécies do género Oryza.

. .p Contetido Tamanho do genoma Mono- Di- Tri- Tetra- Penta- Hexa- Total
Especies Genoma GC (%)* Sequenciado Estimado® Qtde® Freq.® Qtde Freq. Qtde Freq. Otde Freq. Otde Freq. Qtde Freq. Otde Freq.
O. sativa subsp. indica  AA 339 - 17194 50,72 31.922 94,17 71241 210,15 45018 132,80 14.352 42,34 268.382 791,69 448.109 1.322
0. sativa subsp. japonica AA 44,0 371 - 16.487 44,44 36.025 97,10 80.496 216,97 48.394 130,44 16.192 43,64 295505 796,51 493.099 1.329
0. rufipogon AA 42,1 9 439 4314 4494 5835 60,78 12501 130,22 8910 92,81 2643 27,53 61.863 644,41 96.066 1.001
0. glaberrima AA 41,7 41 357 2264 5522 2425 5915 4836 117,95 4.124 100,59  1.104 26,93 26.303 641,54 41.056 1.001
0. nivara AA 42,8 72 448 3151 4376 3.983 5532 9467 13149 6601 91,68 1945 27,01 46.146 640,92 71293 990
0. punctata BB, BBCC 41,8 51 425 1561 30,61 2356 46,20 4496 88,16 4.456 87,37 970 19,02 30475 597,55 44.314 869
0. brachyantha FF 40,9 46 362 1629 3541 3275 7120 5564 120,96 5813 12637 1370 29,78 31.220 678,70 48.871 1.062
0. officinalis cc 42,9 76 651 1206 1587 3573 47,01 6.869 90,38 5987 78,78 1192 1568 44288 582,74 63.115 830
0. minuta BBCC 42,5 102 1124 2063 2023 4818 4724 8915 87,40 8007 7850 1671 16,38 59.352 581,88 84.826 832
0. alta ccDbD 43,0 81 1.008 666 822 3.648 4504 6322 7805 6.105 7537 1414 17,46 44508 549,48 62.663 774
0. australiensis EE 44,4 176 965 1.451 824 6509 3698 14230 80,85 10422 5922 2734 1553 97.612 55461 132958 755
0. granulata GG 45,6 98 882 1440 1469 3.369 34,38 7436 7588 5552 56,65 933 9,52 54.563 556,77 73293 748
0. ridleyi HHJJ 43,4 137 1283 1554 11,34 5208 3801 11551 84,31 10196 7442 2017 1472 73.822 538,85 104.348 762
0. coarctata HHKK 40,3 136 - 2514 1849 7481 5501 11498 8454 12932 9509 2433 17,89 79.816 586,88 116674 858
#Vaughan et al., 2003
bAmmiraju et al., 2006
“Quantidade e frequéncia (locos/Mb) de locos microssatélites, respectivamente.
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Figura 1.1. Frequéncias dos diferentes tipos de microssatélites, Classe | (>=20pb)

nos genomas de espécies do género Oryza.
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Figura 1.2. Frequéncias dos diferentes tipos de microssatélites, Classe Il (>=12pb e
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Figura 1.5. Tamanho médio (pb) de locos dos diferentes tipos de microssatélites,

Classe | (>=20pb, em azul) e Classe Il (>=12pb e <20pb, em vermelho)

nos genomas de espécies do género Oryza.



Tabela 1.2. Distribuicdo da ocorréncia de motivos monémeros, dimeros,

percentuais em espécies do género Oryza.

trimeros e tetrameros, pentdmeros e

47
hexameros e

0. sativa subsp. indica (AA)

O. sativa subsp. japonica (AA)

O. rufipogon (AA)

0. glaberrima (AA)

O. nivara (AA)

O. punctata (BB, BBCC)

0. minuta (BBCC)

AT 12256 0,71 CIG 602 0,71 AT 3349 0,78 AT 1771 0,78 AT 2422 0,77 AT 1189 0,76 AT 1365 0,66
Mono CIG 4937 0,29 AT 248 0,29 CIG 964 0,22 CIG 492 022 CIG 728 023 ClIG 371 024 ClG 697 0,34
Total 17193 850 4313 2263 3150 1560 2062
AGICT 7075 0,22 AGICT 3797 0,34 ATIAT 1292 0,22 AG/CT 582 024 GAITC 911 023 ATIAT 629 027 ATIAT 1441 0,30
ATIAT 6748 0,21 ATIAT 3197 0,29 AGICT 1234 021 ATIAT 505 021 AGICT 890 0,22 TAITA 545 0,23 TAITA 1173 0,24
GAITC 6711 021 GAITC 1792 0,16 GAITC 1214 021 GAITC 498 0,21 ATIAT 722 0,18 AGICT 415 0,18 AGICT 750 0,16
TAITA 5778 0,18 TAITA 1515 0,14 TAITA 1036 0,18 TAITA 428 0,18 TAITA 639 0,16 GAITC 402 017 GAITC 737 015
Di CAITG 1935 0,06 CAITG 398 0,04 CAITG 438 0,08 CAITG 177 0,07 CAITG 284 0,07 CAITG 155 0,07 CAITG 333 0,07
ACIGT 1692 0,05 ACIGT 383 0,03 ACIGT 337 0,06 ACIGT 153 0,06 ACIGT 256 0,06 ACIGT 146 0,06 ACIGT 300 0,06
CGICG 1199 0,04 CGICG 10 0,00 CGICG 174 0,03 CGICG 54 0,02 CGICG 175 0,04 CGICG 32 001 CGICG 47 0,01
GC/GC 784 0,02 GC/GC 9 000 GC/GC 110 0,02 GCIGC 28 0,01 GCIGC 106 0,03 GCIGC 32 001 GCIGC 37 001
Total 31922 11101 5835 2425 3983 2356 4818
CGCIGCG 10966 0,15 CGC/GCG 734 014 CGCIGCG 1537 0,12 CGCIGCG 503 0,10 CCGICGG 1235 0,13 CCGICGG 412 0,09 CGCIGCG 748 0,08
CCGICGG 10353 0,15 CCG/CGG 691 013 GCCIGGC 1436 011 CCGICGG 401 0,08 CGCIGCG 1134 0,12 CGCIGCG 361 0,08 CCGICGG 716 0,08
GCC/GGC 9090 0,13 GCC/GGC 450 0,09 CCGICGG 1416 0,11 GCCIGGC 387 0,08 GCCI/GGC 1129 0,12 GCCIGGC 337 0,07 GCC/GGC 671 0,08
CTC/GAG 3603 0,05 CTC/GAG 304 0,06 AGG/CCT 728 0,06 AGG/CCT 261 0,05 AGC/GCT 477 0,05 GAA/TTC 284 0,06 GAAITTC 569 0,06
GGA/TCC 3115 0,04 AGG/CCT 239 0,05 AGCIGCT 720 0,06 AGCI/GCT 254 0,05 AGG/CCT 463 0,05 CTCIGAG 244 0,05 GCAITGC 503 0,06
AGG/CCT 2663 0,04 GGA/TCC 223 0,04 GGA/TCC 540 0,04 CTCIGAG 252 0,05 CTCIGAG 395 0,04 AGC/GCT 211 0,05 CTCIGAG 461 0,05
CGAITCG 2629 0,04 AAT/ATT 220 0,04 CTCIGAG 510 0,04 GCAITGC 207 0,04 GCAITGC 332 004 GGA/TCC 183 0,04 AGG/CCT 407 0,05
AGC/GCT 2386 0,03 AAG/CTT 211 0,04 GAAITTC 444 0,04 AAG/CTT 193 0,04 GGA/TCC 323 0,03 GCA/TGC 164 004 CAGI/CTG 352 0,04
GCAITGC 2043 0,03 GAC/GTC 188 0,04 GCAITGC 402 0,03 GGA/TCC 191 004 GAA/TTC 301 0,03 AGA/TCT 159 0,04 AGC/GCT 343 0,04
GAC/GTC 1977 0,03 TAAITTA 187 0,04 CAGICTG 376 0,03 GAAITTC 183 0,04 CAGICTG 300 0,03 AAG/CTT 155 0,03 GGA/TCC 334 0,04
CAGICTG 1867 0,03 GAAITTC 186 0,04 CGAITCG 357 0,03 CAGICTG 173 0,04 CGAITCG 277 0,03 AGG/CCT 152 0,03 AGA/TCT 332 0,04
GAAITTC 1754 0,02 ATAITAT 181 0,04 AATIATT 33 0,03 AAT/ATT 144 0,03 AAG/CTT 237 0,03 CAGICTG 139 0,03 AAG/CTT 283 0,03
CCAITGG 1714 0,02 AGA/TCT 170 0,03 AAG/CTT 334 0,03 CGAITCG 138 0,03 AGA/TCT 236 0,02 AAT/ATT 131 003 CAAITTG 270 0,03
ACGICGT 1616 0,02 GCAITGC 151 0,03 AGA/TCT 297 0,02 AGA/TCT 133 0,03 AAT/ATT 229 0,02 ATAITAT 129 0,03 AAT/ATT 269 0,03
AAT/ATT 1496 0,02 CAGICTG 128 0,02 CCAITGG 288 0,02 CCAITGG 129 0,03 CCAITGG 213 0,02 CCAITGG 128 0,03 TCAITGA 252 0,03
Tri AGA/TCT 1414 0,02 AGC/GCT 125 0,02 TCAITGA 259 0,02 CAAITTG 128 0,03 GAC/GTC 208 0,02 ACC/GGT 125 0,03 CGAITCG 227 0,03
AAGICTT 1384 0,02 CCAITGG 11 0,02 ACCIGGT 236 0,02 GAC/GTC 108 0,02 TCAITGA 207 0,02 TAAITTA 116 0,03 ATAITAT 220 0,02
TAAITTA 1292 0,02 CGAITCG 105 0,02 GAC/GTC 234 0,02 ATAITAT 106 0,02 CAAITTG 204 0,02 CGAITCG 114 0,03 ACC/GGT 212 0,02
CACIGTG 1244 0,02 ACCIGGT 93 0,02 ATAITAT 223 0,02 TCAITGA 103 0,02 ATAITAT 183 0,02 TCAITGA 108 0,02 ATCIGAT 206 0,02
ACCIGGT 1209 0,02 CACIGTG 74 0,01 TAAITTA 216 0,02 ACC/GGT 98 0,02 CACIGTG 175 0,02 ATC/GAT 103 0,02 CAC/GTG 204 0,02
ATAITAT 1090 0,02 ACGI/CGT 65 0,01 CAAITTG 214 0,02 ACG/CGT 98 0,02 ACG/CGT 172 0,02 ATGICAT 98 0,02 GACI/GTC 175 0,02
TCAITGA 914 0,01 ATCIGAT 58 0,01 ATG/CAT 202 0,02 TAAITTA 98 0,02 ACC/GGT 166 0,02 CACIGTG 97 0,02 ATGICAT 169 0,02
CAAITTG 895 0,01 ATG/CAT 57 0,01 CACIGTG 198 0,02 CACIGTG 94 0,02 ATCIGAT 154 0,02 GAC/GTC 93 0,02 CCAITGG 168 0,02
GTAITAC 875 0,01 CAAITTG 52 001 ACG/CGT 196 0,02 ATG/CAT 86 0,02 ATGICAT 138 0,01 GTAITAC 87 0,02 TAAITTA 160 0,02
ATCIGAT 771 0,01 TCAITGA 43 0,01 GTAITAC 182 0,01 ATCIGAT 82 0,02 TAAITTA 138 0,01 CAAITTG 80 0,02 ACG/CGT 131 0,01
CTAITAG 713 0,01 AACIGTT 38 001 ATCIGAT 156 0,01 CTAITAG 7% 0,02 AAC/GTT 107 0,01 ACTIAGT 65 001 ACAITGT 128 0,01
ATG/CAT 698 0,01 ACT/AGT 27 0,01 AAC/GTT 143 0,01 GTA/TAC 74 0,02 GTAITAC 100 0,01 CTAITAG 63 0,01 GTAITAC 119 0,01
ACT/IAGT 590 0,01 CTAITAG 20 0,00 CTAITAG 132 001 ACT/AGT 49 0,01 CTAITAG 84 0,01 ACG/CGT 60 001 CTAITAG 106 0,01
AACIGTT 444 0,01 GTAITAC 20 0,00 ACT/AGT 107 0,01 ACAITGT 48 0,01 ACAITGT 77 0,01 AACIGTT 57 001 ACT/AGT 9% 0,01
ACAITGT 436 0,01 ACAITGT 19 0,00 ACAITGT 82 001 AAC/GTT 40 001 ACT/AGT 73 0,01 ACAITGT 41 0,01 AAC/GTT 84 0,01
Total 71241 5170 12501 4836 9467 4496 8915
ATTAITAAT 2140 0,05 ATAGICTAT 209 0,08 GAAAITTTC 429 0,05 ATTAITAAT 210 0,05 ATTAITAAT 2719 0,04 AAAT/ATTT 213 0,05 AAAT/ATTT 343 0,04
Tetra AAAT/ATTT 1731 0,04 AGAT/ATCT 186 0,07 ATTAITAAT 382 0,04 AAAT/ATTT 169 0,04 GAAA/TTTC 255 0,04 GAAA/TTTC 207 0,05 ATTAITAAT 308 0,04
ATGC/GCAT 1119 0,02 CATAITATG 156 0,06 AAAT/IATTT 351 0,04 GAAATTTC 138 0,03 AAAT/ATTT 253 0,04 ATTAITAAT 177 0,04 GAAA/TTTC 291 0,04
Total 45018 2533 8910 4124 6601 4456 8007
AAAAT/ATTTT 828 0,06 ATATAITATAT 173 0,06 AAAAG/CTTTT 266 0,10 AAAAT/ATTTT 81 007 AAAAG/CTTTT 153 0,08 AAAAG/CTTTT 71 007 AAAAG/CTTTT 77 0,05
Penta AAAAG/CTTTT 528 0,04 AAAAG/CTTTT 142 0,05 AAAAT/ATTTT 116 0,04 AAAAG/CTTTT 50 0,05 AAAAT/IATTTT 109 0,06 AAAAT/ATTTT 46 0,05 AAAAT/IATTTT 60 0,04
CTCTCIGAGAG 388 0,03 AAAGA/TCTTT 95 0,03 AAGAA/TTCTT 90 0,03 CTTCAITGAAG 42 004 GAAAAITTTTC 64 0,03 GAAAAITTTTC 27 0,03 GAAAAITTTTC 52 0,03
Total 14352 2924 2643 1104 1945 970 1671
AGAAAA/TTTTCT 2740 0,01 CGGCGA/TCGCCG 35 003 AGAAAA/TTTTCT 655 0,01 AGAAAA/TTTTCT 245 0,01  AGAAAA/TTTTCT 555 0,01 AATATA/TATATT 366 001 TCTCCA/TGGAGA 1133 0,02
Hexa GAAAAAITTTTTC 2644 0,01  AAAAAG/CTTTTT 30 002 GAAAAA/TTTTTC 487 0,01  AAAATA/TATTTT 231 001 TAGTGA/TCACTA 411 0,01 GGCCTA/TAGGCC 343 0,01 AATGGG/CCCATT 698 0,01
CGGCGAITCGCCG 2329 0,01 ATATAC/IGTATAT 30 002 AAAATAITATTTT 432 0,01 GAAAAATTTTTC 195 001  ACACGA/TCGTGT 388 0,01 GAAAAATTTTTC 228 0,01  AATATA/TATATT 552 0,01
Total 268383 1378 61864 26304 46147 30476 59353
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Tabela 1.2. (continuacgéo). Distribuicdo da ocorréncia de motivos monémeros, dimeros, trimeros e tetrdmeros, pentameros e

hexdmeros e percentuais em espécies do género Oryza.

0. officinalis (CC)

0. alta (CCDD)

0. australiensis (EE)

0. brachyantha (FF)

0. granulata (GG)

0. ridleyi (HHJJ)

0. coarctata (HHKK)

AT 828 0,69 CIG 17 057 AT 802 055 CIG 1174 0,72 AT 823 057 AT 1026 0,66 AT 1510 0,60
Mono CIG 377 031 AT 13 043 CIG 648 045 AT 454 0,28 ClG 616 043 CIG 527 034 CIG 1003 040
1205 30 1450 1628 1439 1553 2513
AT/IAT 993 028 AT/IAT 462 042 ATIAT 2234 0,34 ATIAT 942 029 AT/IAT 856 0,25 ATIAT 1769 0,34 TAITA 2290 031
TAITA 887 025 TAITA 255 0,23 TAITA 1450 0,22 TAITA 848 0,26 AGICT 751 022 TAITA 1342 0,26 ATIAT 2033 027
GAITC 622 017 AGICT 168 0,15 AGICT 1006 0,15 AGICT 543 017 TAITA 707 021 AGICT 801 015 AGICT 1192 0,16
AGICT 53 015 GAITC 151 0,14 GAITC 984 015 GAITC 414 013 GAITC 695 021 GAITC 658 0,13 GAITC 99 013
Di CAITG 259 0,07 ACIGT 38 003 CAITG 345 0,05 CAITG 222 0,07 CAITG 175 0,05 CAITG 212 0,05 CAITG 427 0,06
ACIGT 219 0,06 CAITG 33 003 AC/GT 334 0,05 ACIGT 220 0,07 AC/GT 145 0,04 AC/GT 231 0,04 ACIGT 377 0,05
CGICG 31 001 CGICG 108 0,02 CGICG 59 0,02 GCIGC 23 001 CGICG 88 0,02 GCIGC 97 001
GC/GC 27 001 GC/GC 48 0,01 GC/GC 27 0,01 CGICG 17 0,01 GCIGC 47 0,01 CGICG 96 001
3573 1107 6509 3275 3369 5208 7481
CGCIGCG 627 0,09 GAATTC 33 009 AGA/TCT 2767 0,19 CCGICGG 509 0,09 CCGICGG 644 0,09 CAAITTG 735 0,06 CCGICGG 905 0,08
CCG/CGG 590 0,09 CCG/CGG 30 008 AAGICTT 1230 0,09 CGC/GCG 474 0,09 GCCI/GGC 575 0,08 AAG/CTT 656 0,06 CGCIGCG 898 0,08
GCC/GGC 570 0,08 CGCIGCG 26 0,07 GAA/TTC 1098 0,08 GCCIGGC 417 0,07 GACIGTC 554 0,07 ATAITAT 610 0,05 GCCIGGC 807 0,07
GAAITTC 493 0,07 CTCIGAG 23 0,06 GCCIGGC 853 0,06 CTCIGAG 343 0,06 CGAITCG 509 0,07 CCG/CGG 610 0,05 AAT/ATT 518 0,05
AGG/CCT 394 0,06 GCCIGGC 23 0,06 CGCIGCG 792 0,06 CAGICTG 276 0,05 CGCIGCG 431 0,06 CGCIGCG 567 0,05 AGC/GCT 517 0,04
GCA/TGC 346 0,05 AAGICTT 19 0,05 CCGICGG 773 0,05 GCAITGC 269 0,05 CAAITTG 372 0,05 GGA/TCC 564 0,05 CTCIGAG 513 0,04
CTCIGAG 33 0,05 AATIATT 19 0,05 GGA/TCC 500 0,04 GGA/TCC 253 0,05 ATC/GAT 307 0,04 TCAITGA 564 0,05 GCA/TGC 460 0,04
CAGICTG 285 0,04 CAGICTG 18 0,05 CAGICTG 456 0,03 AGC/GCT 251 0,05 TAAITTA 302 0,04 GCCI/GGC 550 0,05 GAATTC 455 0,04
CAATTG 247 0,04 GCAITGC 17 0,05 CTCIGAG 400 0,03 AGG/CCT 236 0,04 AGC/GCT 264 0,04 AATIATT 540 0,05 GGA/TCC 426 0,04
TCAITGA 239 0,03 ATAITAT 16 0,05 CAAITTG 392 0,03 AAG/CTT 211 0,04 ACG/CGT 258 0,03 GAA/TTC 451 0,04 CGAITCG 381 0,03
AGC/GCT 232 0,03 TAAITTA 16 0,05 AGCI/GCT 386 0,03 GAA/TTC 191 0,03 GCAITGC 258 0,03 CTCIGAG 448 0,04 CAGICTG 372 0,03
AGAITCT 224 0,03 AGAITCT 15 0,04 AGG/CCT 385 0,03 CGAITCG 189 0,03 CTCIGAG 250 0,03 AGC/GCT 444 0,04 AAG/CTT 369 0,03
GGA/TCC 217 0,03 GGA/TCC 13 0,04 AAC/GTT 368 0,03 AATIATT 188 0,03 CAGICTG 238 0,03 GCAITGC 444 0,04 AGG/CCT 366 0,03
CGAITCG 211 0,03 AGC/GCT 10 0,03 TCAITGA 333 0,02 TCAITGA 150 0,03 GAAITTC 223 0,03 TAAITTA 444 0,04 CCAITGG 356 0,03
AAGICTT 194 0,03 AGG/CCT 8 002 GCAITGC 324 0,02 AGAITCT 141 0,03 AGG/CCT 220 0,03 AGA/TCT 440 0,04 AGA/TCT 349 0,03
Tri AAT/ATT 165 0,02 GACIGTC 8 002 CGAITCG 313 0,02 CCAITGG 139 0,02 AGAITCT 218 0,03 AGG/CCT 427 0,04 TAAITTA 348 0,03
GAC/GTC 156 0,02 ATCIGAT 7 002 ACCIGGT 312 0,02 TAAITTA 139 0,02 GGA/TCC 217 0,03 CAGICTG 326 0,03 ATC/GAT 324 0,03
CACIGTG 148 0,02 GTAITAC 7 002 AATIATT 286 0,02 ACCIGGT 132 0,02 AAG/CTT 214 0,03 ATC/GAT 310 0,03 TCAITGA 324 0,03
CCAITGG 144 0,02 TCAITGA 7 0,02 ATAITAT 277 0,02 ACG/CGT 129 0,02 ATAITAT 214 0,03 GTAITAC 296 0,03 ATAITAT 319 003
ATGICAT 133 0,02 ACT/AGT 6 0,02 CACIGTG 269 0,02 GACIGTC 122 0,02 TCAITGA 180 0,02 ATGICAT 279 0,02 ATGICAT 305 0,03
ACCIGGT 122 0,02 ATGICAT 6 002 GACIGTC 241 0,02 CACIGTG 106 0,02 ATG/CAT 152 0,02 CGAITCG 261 0,02 CAAITTG 301 003
TAAITTA 121 0,02 CGAITCG 6 0,02 CCAITGG 229 0,02 ATAITAT 102 0,02 CCAITGG 139 0,02 ACCIGGT 232 0,02 CACIGTG 298 0,03
ACG/CGT 114 0,02 AAC/GTT 5 001 ATC/GAT 220 0,02 ATGICAT 99 002 AATIATT 129 0,02 GACIGTC 231 0,02 ACCIGGT 269 0,02
ATCIGAT 110 0,02 ACCIGGT 3 001 ATGICAT 215 0,02 ATCIGAT 93 0,02 ACAITGT 109 001 CCAITGG 222 0,02 ACG/CGT 224 0,02
ATAITAT 103 0,01 CAATTG 3 001 ACG/CGT 172 0,01 GTAITAC 91 0,02 CACIGTG 92 001 CACIGTG 181 0,02 GACIGTC 221 0,02
ACAITGT 85 001 CACI/GTG 3 001 ACAITGT 168 0,01 CAAITTG 88 0,02 ACCIGGT 80 001 ACAITGT 173 001 ACAITGT 200 0,02
CTAITAG 84 0,01 TGT/ACA 3 001 TAAITTA 166 0,01 ACATGT 65 001 CTAITAG 78 001 ACG/CGT 160 0,01 CTAITAG 199 0,02
AAC/GTT 65 001 ACG/CGT 2 001 GTAITAC 127 0,01 CTAITAG 65 001 AAC/GTT 77 0,01 AAC/GTT 159 0,01 GTAITAC 184 0,02
GTAITAC 61 001 CCAITGG 2 001 ACT/AGT 9 001 ACT/AGT 64 001 ACT/AGT 76 0,01 CTAITAG 131 001 AAC/GTT 167 0,01
ACT/AGT 55 001 TAGICTA 1 000 CTAITAG 88 001 AAC/GTT 32 001 GTAITAC 56 0,01 ACT/AGT 96 0,01 ACT/AGT 123 0,01
6869 355 14230 5564 7436 11551 11498
ATTAITAAT 240 0,04 GAAA/TTTC 22 0,09 ATCCIGGAT 657 0,06 ATTAITAAT 797 014 ATGG/CCAT 417 0,08 AAAT/ATTT 603 0,06 ATTAITAAT 732 0,06
Tetra AAATIATTT 235 0,04 ATAC/GTAT 17 007 AAAT/ATTT 517 0,05 AAATIATTT 238 0,04 AAAT/ATTT 277 0,05 AATAITATT 491 0,05 AAAT/ATTT 659 0,05
GAAAITTTC 217 0,04 AAAG/CTTT 16 0,06 GAAAITTTC 483 0,05 ATAAITTAT 192 0,03 ATTAITAAT 244 0,04 ATAAITTAT 407 0,04 AATAITATT 503 0,04
5987 257 10422 5813 5552 10196 12931
AAAAG/CTTTT 61 005 AATCT/AGATT 16 010 ATTTA/TAAAT 136 0,05 CGAGCIGCTCG 45 0,03 AAGAAITTCTT 56 0,06 AAAATIATTTT 141 007 AAAAG/CTTTT 82 003
Penta GAAAA/TTTTC 49 0,04 CTCTC/GAGAG 9 006 GAAAATTTTC 124 0,05 AAAAT/ATTTT 37 003 GAAAATTTTC 46 0,05 AAAAG/CTTTT 116 0,06 AAAAT/ATTTT 77 0,03
AAAAT/ATTTT 41 0,03 GAAAAITTTTC 9 006 AAGAATTCTT 112 0,04 GAAAAITTTTC 32 002 AAAAGICTTTT 41 0,04 AATAATTATT 70 0,03 GAAAA/TTTTC 77 0,03
1192 162 2734 1370 933 2017 2433
GCGGAA/TTCCGC 740 0,02  AAAAAG/CTTTTT 4 005 TCAAAA/TTTTGA 1909 0,02  AAATTT/AAATTT 970 0,03 ACTCGG/CCGAGT 1653 0,03 TAAAAATTTTTA 767 001  AAAAAT/ATTTTT 764 0,01
Hexa CGAAGA/TCTTCG 488 001 CTCTCC/GGAGAG 4 005 GGCCTAITAGGCC 1839 0,02  TAAAAATTTTTA 281 001 CTACTC/GAGTAG 1153 0,02 ACTCGG/CCGAGT 686 001 TAAAAATTTTTA 650 0,01
AATATAITATATT 444 001  GAAAAATTTTTC 3 0,04 CCTATC/GATAGG 1619 0,02  TATAAATTTATA 258 001 TCTACA/ITGTAGA 888 0,02 GGCCTAITAGGCC 630 001 AAAATAITATTTT 645 0,01
44289 80 97613 31221 54564 73283 79817
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2. Elementos cis-acting em regides promotoras de genes OsNramp.

Genetics and Molecular Biology (ISSN 1415-4757)

RESUMO

Os genes Nramp constituem uma familia altamente conservada de proteinas
integrais de membrana que estdo envolvidas no transporte de ferro em varios
organismos, incluindo bactérias, fungos, plantas e animais. Estes genes s&o
amplamente distribuidos em diferentes partes na planta e em todas as familias de
plantas, estando principalmente envolvidos no transporte de cations divalentes. A
regido promotora de 1000 pares de bases dos genes OsNramp de Oryza sativa
subsp japonica cv. Nipponbare foi investigada 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 identificagdo dos diferentes elementos
cis-acting presentes em cada uma das regides promotoras. Um dendograma com os
genes e as regides promotoras dos mesmos foi construido pelo método de
agrupamento UPGMA no programa CLCBio. Foram detectados 170 diferentes
elementos cis-acting na regidao promotora dos genes membros da familia OsNramp.
Um total de 14 elementos sdo comuns a regiao promotora dos oito membros da
familia génica OsNramp de Oryza sativa subsp. japonica. O elemento
CACTFTPPCA1 foi o motivo mais frequente na regido promotora dos genes

membros da familia OsNramp de Oryza sativa subsp. japonica.
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INTRODUCAO

A homeostasia das concentracdes intracelulares de ions é fundamental na
fisiologia de células vivas, fazendo-se necessaria a regulagao apropriada do fluxo de
ions para as células para manter as concentracbes baixas dos ions toéxicos e
acumular os ions essenciais (Zhu, 2003).

O ferro € um destes ions, sendo elemento essencial para todos os
organismos Vivos, incluindo as plantas, devido a sua utilizagdo em varios processos
fundamentais. Este nutriente desempenha papel importante, uma vez que é parte
integrante de diversas enzimas que participam de processos metabdlicos como
fotossintese, respiracao, fixagao do nitrogénio, sintese de clorofila, entre outros (Taiz
e Zeiger, 2004). O metabolismo do ferro € um mecanismo complexo sob um balango
homeostatico, pois as plantas necessitam de mecanismos para absorver ferro do
solo e atender a demanda para o crescimento e desenvolvimento. As plantas
também devem evitar a toxicidade pelo excesso de ferro, ja que ambas as situagdes
sdo responsaveis por varias disfungdes nutricionais que afetam a sua fisiologia
(Ponnamperuma, 1972; Chaney et al., 1972).

Existem varias familias génicas envolvidas na homeostase de ferro em
plantas. Entre estes, os genes Nramp (Natural Resistance-Associated Macrophage
Protein) constituem uma familia altamente conservada de proteinas integrais de
membrana que estdo envolvidos no transporte de ferro em varios organismos,
incluindo bactérias, fungos, plantas e animais (Cellier et al., 2001; Thomine e
Schroeder, 2004). Estes genes sdo amplamente distribuidos em diferentes partes na
planta e em todas as familias de plantas, estando envolvidos principalmente no

transporte de cations divalentes (Curie e Briat, 2003).
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O entendimento dos mecanismos envolvidos na regulacdo da expressao dos
genes é essencial para compreender a forma e a fungdo dos sistemas vivos
(Aceituno et al., 2008). A expressao génica € amplamente controlada em nivel
transcricional, onde as interagdes entre fatores de transcricdo e elementos cis-acting
em regides promotoras de um gene desempenham um papel crucial (Brivanlou e
Darnell, 2002).

Os elementos cis-acting sao regides do DNA que atuam como interruptores
moleculares envolvidos na regulagdo da transcricdo de uma rede génica dinamica
(Strahle e Rastegar, 2007). Embora freqientemente tenham somente 5 a 20 pb de
tamanho, os elementos cis-acting séao criticos para o entendimento da regulagéo
génica (Liu et al., 2004). Estes controlam tanto o estado gene ligado e desligado em
tipos particulares de células ou regulam os niveis de expressdo do gene em varios
processos biolégicos, para adaptar-se a mudangas das condi¢des fisioldgicas e
influéncias ambientais, incluindo respostas ao estresse abidtico, sinais hormonais e
de processos do desenvolvimento.

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 sucessdes muito longas e nao codificam
proteinas (Wang e Stormo, 2005). Uma das maiores e principal tarefa na decifragcao
de redes de regulagdo de transcricao € identificar todos os elementos cis-acting
onde se ligam os fatores de transcricdo que séo codificados em um genoma, os
quais eventualmente fornecerdo a informacado necessaria para a construgao de
modelos de redes génicas de regulagao da transcrigao (Li et al., 2002).

Em regibes promotoras de varios genes, os elementos cis-acting tém sido

definidos e investigados para isolar fatores de transcricdo especificos, e buscar



52

elucidar como ocorre a regulacado dos genes. O elemento cis-acting mais conhecido
€ o motivo TATAbox, que é reconhecido por proteinas que se ligam no sitio TATA. O
TATAbox 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 e
Roeder, 1996). Aproximadamente 85% dos genes de plantas sequenciados contém
esta seqliéncia, que tem papel crucial na transcri¢cdo, pois serve como um sitio de
ligacdo do complexo de iniciagao da transcricdo. Também foram identificados varios
outros elementos cis-acting envolvidos em uma série de processos metabdlicos
fisiolégicos, como motivos especificos respondendo a horménios, agucares,
condigdes ambientais e outros fatores (Lois et al., 1989; Mundy et al., 1990; Ballas et
al., 1993; Grierson et al., 1994; Yamaguchi-Shonozaki e Shinozaki, 1994; Shinshi et
al., 1995; Savino et al., 1997; Dunn et al., 1998; Cercos et al., 1999; Menke et al.,
1999; Shinozaki e Yamaguchi et al., 2000; Trindade, 2003, Shinozaki et al., 2003;
Yamaguchi-Shonozaki e Shinozaki, 2005; Yamaguchi-Shonozaki e Shinozaki, 2006,
Won et al., 2009).

Em arroz, a rede génica responsavel pela resposta a toxidez por ferro envolve
varias familias de genes, contendo varias copias de um mesmo gene (homadlogo)
para cada um dessas familias. As regides promotoras de diferentes genes podem
conter diferengas estruturais quanto aos diferentes tipos de elementos cis-acting
ativadores da transcricao génica encontrados nestas regides.

O conhecimento dos elementos cis-acting presentes na regido promotora dos
genes OsNramp podera contribuir para a compreensao dos sistemas reguladores da
expressao destes genes e dos demais envolvidos na homeostasia de ferro e de

outros metais em arroz. Neste sentido, o objetivo do trabalho foi identificar os
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elementos cis-acting presentes na regiao upstream dos genes OsNramp envolvidos

na homeostasia de ferro em arroz.

MATERIAL E METODOS

Sequéncias de DNA dos genes da familia OsNramp, com base em estudo in
silico conduzido por Gross et al. (2005) foram baixadas dos bancos de dados
referentes ao genoma do arroz (Oryza sativa subsp japonica cv. Nipponbare) do
National Center for Biotechnology Information (NCBI). Baseados nas informagdes de
localizagdo dos genes no NCBI foram cortadas e baixadas sequéncias de DNA de
1000 pb da regiao promotora destes genes.

A regido promotora dos genes OsNramp foi investigada quanto a abundéancia
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 identificagdo dos diferentes elementos
cis-acting presentes em cada uma das regidées promotoras. O portal PLACE é um
banco de dados de motivos de sequiéncias 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 numeros de ID do PubMed e numeros de acesso dos
bancos de dados de sequéncias nucleotidicas DDBJ/EMBL/GenBank também estao
incluidas.

Apds a submissdo no PLACE, os resultados foram analisados e os elementos
cis-acting em comum entre todos os locos da familia génica extraidos. Os elementos
mais comuns foram agrupados em tabelas (quantidades) e em figuras,

representando a posicionamento dos elementos cis-acting mais frequentes na regiao
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promotora dos genes da familia OsNramp. Um dendograma com os genes e as
regides promotoras dos mesmos foi construido pelo método de agrupamento
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean). Com o Sequence
Logo integrante do programa CLC Main Work Bench 5 (CLC Bio Inc.), foram feitos
alinhamentos do elemento cis-acting mais comum em cada loco e quando todos
estes estavam agrupados, verificando a frequéncia de conservagao de cada

nucleotideo dentro do motivo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 2.1 sdo apresentados os cromossomos, localizacdo, tamanho e
numero de exons dos genes OsNramp (Natural resistance-associated macrophage
protein) em Oryza sativa subsp. japonica. Os oito genes OsNramp estao presentes
em apenas 6 dos 12 cromossomos que compdem o0 genoma do arroz. Destes oito
locos, quatro genes OsNramp estdo nos cromossomos 1 (OsNramp6), cromossomo
2 (OsNramp4) e cromossomo 3 (OsNramp2 e OsNramp8), outros trés genes
localizados no cromossomo 6 (OsNramp3) e cromossomo 7 (OsNrampl, OsNramp5)
e 0 gene OsNramp7 no cromossomo 12. O gene OsNramp6 apresentou 0 maior
tamanho e 10 exons, enquanto que os genes OsNramp4, OsNramp3, OsNramp5 e
OsNrampl apresentaram entre 13 e 14 exons.

Os resultados obtidos para a familia OsNramp indicaram a ocorréncia de 170
diferentes elementos cis-acting descritos no portal PLACE (Figura 2.1), revelando a
grande diversidade de elementos reguladores na regidao promotora, dados estes
confirmados por Hatorangan et al. (2009) que analisaram regides promotoras de

genes transportadores de fosfato em arroz, e identificaram 153 elementos cis-acting.
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No entanto, somente 14 destes elementos foram comuns a todos os oito membros
da familia génica OsNramp.

Na Tabela 2.2 sdo apresentadas informacdes referentes aos elementos cis-
acting mais comuns encontrados em cada loco. Todos 0s genes revelaram uma
grande quantidade de elementos cis-acting, variando de 200 a 275. Os genes
OsNrampl e OsNramp7 foram os dois locos com as maiores ocorréncias totais,
apresentando 275 e 251 elementos, respectivamente, seguidos por OsNramp5
(224), OsNramp6 (220) e OsNramp2 (220), OsNramp3 (209), OsNramp4 (206) e
OsNramp8 (200). O numero de elementos cis-acting por loco juntamente com a
ocorréncia total dos diferentes elementos mostra que existe uma grande quantidade
e diversidade de elementos cis-acting presentes nas regides promotoras de uma
familia génica OsNramp.

Os genes que apresentaram o maior numero de diferentes elementos cis-
acting em sua regiao promotora, nao foram exatamente os mesmos que revelaram
as maiores ocorréncias totais, com exceg¢ao para os genes OsNrampl e OsNramp?.
Logo, de forma geral, o numero médio de repeticoes de cada elemento cis-acting foi
maior naqueles locos que apresentaram o menor numero de diferentes elementos,
como no caso dos genes OsNramp6, OsNramp8 e OsNramp2, os quais
apresentaram o maior numero médio de repetigdes.

Analisando mais detalhadamente os resultados por loco, em OsNrampl foram
encontrados 96 diferentes elementos cis-acting e para os locos OsNramp2,
OsNramp3, OsNramp4, OsNramp5, OsNramp6, OsNramp7 e OsNramp6: 65, 77, 68,
71, 68, 83 e 65 elementos, respectivamente. Além destes dados, ainda sao
apresentados os nomes dos elementos cis-acting mais comuns encontrados em

cada loco, com o numero de repeticdes em parénteses. Outro fato interessante é a
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grande quantidade de alguns elementos cis-acting nas regides promotoras de alguns
locos OsNramp, destacando o elemento ROOTMOTIFTABOX1 (ATATT), que
apresentou 27 copias na regiao promotora do gene OsNramp2 e o elemento
CGCGBOXAT (VCGCGB) com 20 copias na regiao promotora do gene OsNramp8.
O elemento ROOTMOTIFTAPOX1 foi previamente identificado em regides
promotoras do gene rolD de Agrobacterium rhizogenes (Elmayan e Tepfer, 1995) e
do gene TTG2 de Arabidopsis thaliana (Johnson et al., 2002) e parece estar
associado a expressao em raiz. No entanto, as proteinas NRAMP parecem nao estar
envolvidas na absorcado de ferro do solo, mas provavelmente sao ativas em nivel
sub-celular (Belouchi et al., 1997; Gross et al., 2003; Thomine, 2000; Narayanan et
al., 2007).

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 desta familia génica.
Existem alguns trabalhos relacionados a genes envolvidos no transporte intracelular
de ferro, mostrando que as coépias de uma familia génica tém diferentes fungdes,
assim, a expressdo € temporal e espacial nas diferentes partes das plantas
(Belouchi et al., 1997; Curie et al., 2000; Gross et al., 2003; Narayanan et al., 2007).
Experimentos de expressdao mostraram que, enquanto OsNrampl € expresso
principalmente nas raizes e OsNramp2 em folhas, OsNramp3 é expresso em niveis
semelhantes em raizes e folhas (Belouchi et al. 1997). Narayanan et al., (2007),
verificaram que os genes OsNramp2, OsNramp4 e OsNramp7 sao altamente
expressos em folhas de gendtipos de arroz durante o estadio de enchimento do

grao. As diferencas na expressao dos diferentes genes desta familia podem ser
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explicadas pela presenga de elementos cis-acting especificos, ou também pela
quantidade dos mesmos na regiao promotora.

A Figura 2.2 mostra a ocorréncia total dos elementos cis-acting, considerando
apenas os 14 elementos comuns os oito membros da familia génica OsNramp. Seis
genes dos oito membros da familia OsNramp apresentaram mais de 100 cépias de
elementos cis-acting destas 14 categorias, exceto, OsNramp3 e OsNramp8 com
valores totais menores. Os genes OsNramp2 e OsNramp7 apresentaram as maiores
quantidades dos elementos comuns.

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
expressao génica depende dos elementos cis-acting presentes na regiao promotora,
e as interagdes de fatores de transcricao especificos com os mesmos. Além disso,
estas curtas sequéncias de DNA determinam o tempo, a localizacdo e o nivel da
expressdo génica (Pennacchio e Rubin, 2001), o que comprova a grande
abundancia dos motivos presentes dentro e entre os locos.

Na Tabela 2.3, sdo apresentados os 14 elementos cis-acting comuns a todos
os locos da familia génica OsNramp, juntamente com informagdes referentes ao
numero total de cépias de cada elemento, porcentagem, seqiiéncia, mecanismos em
que estdo envolvidos estes elementos cis-acting e as referéncias de trabalhos
destes elementos comuns a todos os locos da regido promotora da familia génica
OsNramp. Na Figura 2.3 sdo apresentados graficamente os 14 elementos cis-acting
comuns em todos os locos da familia génica OsNramp, mostrando as diferengas de

ocorréncia em cada loco.



58

O motivo CACTFTPPCA1 foi o mais comum entre os elementos cis-acting
comuns, apresentando um total de 100 copias e de 12,55%, considerando todos os
diferentes locos dos genes OsNramp. A composi¢gao dos motivos mais comuns varia
de quatro a seis nucleotideos, sendo que a metade dos elementos cis-acting (sete) é
composta por quatro nucleotideos, enquanto que outros quatro motivos apresentam
cinco, e mais quatro apresentam seis nucleotideos, respectivamente. Dentre os 14
elementos cis-acting comuns, CACTFTPPCA1 (YACT), DOFCOREZM (AAAG),
CAATBOX1 (CAAT), ARR1AT (AGGT) foram os que apresentaram as maiores
ocorréncias nos genes OsNramp, e estdo entre os motivos compostos por apenas 4
nucleotideos, enquanto que os elementos ACGTATERD1 (ACGT), CCAATBOX1
(CCAAT), GT1GMSCAM4 (GAAAAA) e IBOXCORE (GATAA), que revelaram as
menores ocorréncias sao formados por cinco ou seis nucleotideos, exceto
ACGTATERD1 com apenas quatro. O elemento CACTFTPPCA1 é composto pelo
motivo YACT, onde Y é uma pirimidina, podendo ser neste caso, citosina (C) ou
timina (T).

A grande quantidade de informacdes referentes principalmente, ao numero e
0s mecanismos em que estes diferentes elementos cis-acting estdo envolvidos
revelam e também comprovam a complexidade do controle da expressao génica dos
diferentes genes desta familia. Estes elementos cis-acting estao envolvidos em uma
ampla gama de processos metabdlicos fisioldgicos, relacionados na Tabela 2.3,
mostrando a importancia dos mesmos na sinalizagédo celular. Para alguns autores,
genes com expressao similar podem partilhar partes em comum nos seus
mecanismos regulatorios (Vilo et al., 2001), assim como quando a expressdao dos

mesmos difere, podem existir diferengas entre seus mecanismos regulatorios.
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Ainda n&o existem trabalhos com os elementos mais comuns em relagdo ao
ferro, exceto o estudo de Savino et al. (1997), que identificou uma sequéncia
regulatoria dependente de ferro (IDRS) na regido promotora do gene ferritina de
milho ZmFerl. Este elemento é responsavel pela repressao da transcricdo de
ZmFerl sob baixas condi¢cdes de suprimento de ferro. A literatura também traz mais
alguns resultados interessantes que podem ser relacionados com este trabalho. O
elemento cis-acting CACTFTPPCA1 foi também um dos motivos mais comuns
encontrados nas regides promotoras dos genes transportadores de fosfato
(Hatorangan et al., 2009). A grande quantidade deste elemento presente nas regides
promotoras dos genes envolvidos com o metabolismo de ferro poderia ser explicada
pelo fato do elemento CACTFTPPCA1 estar relacionado com o processo
fotossintético, pois este nutriente desempenha papel importante uma vez que é parte
integrante de diversas enzimas que participam de varios processos metabdlicos
como fotossintese, respiragdo, fixacdo do nitrogénio, sintese de clorofila, entre
outros (Taiz e Zeiger, 2004).

Os elementos ARR1AT e CAATBOX1 estariam envolvidos em respostas
hormonais (Hatorangan et al., 2009). ARR1AT (5-NGATT-3") € um elemento cis-
acting presente em genes reguladores de resposta (ARRs) a estimulos externos
(Sakai et al., 2000), e estd envolvido na resposta a citocinina ARR1, o qual é
encontrado em Arabidopsis (Oka et al., 2002; Sakai et al., 2000), sendo também
encontrado na regido promotora do gene hemoglobina ndo simbidtica em arroz
(NSHB) (Ross et al., 2004). CAATBOX1 (5'-CAAT-3") € uma sequéncia promotora
do gene legumina de ervilha responsavel para a atividade especifica de tecido
(Shirsat et al., 1989). Legumina é o principal componente que € acumulado nos

vacuolos de sementes (Stoger et al., 2001). Elementos MYCCONSENSUSAT
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possuem o dominio MYC, e estdo relacionados a resposta a estresse abidtico,
sendo que foram encontrados em promotores de genes que respondem a seca e ao
frio (Abe et al., 1997; Chinnusamy et al., 2003). Outro elemento cis-acting é
WRKY710S, que é reconhecido por WRKY71, um repressor transcricional da rota
sinalizadora da giberelina (Zhang et al., 2004).

Diversos estudos mostram que os fatores de transcricdo ou proteinas
geralmente atuam como fatores regulatérios, ligando-se a elementos cis-acting
especificos no RNA ou DNA, localizados perto do sitio de comego da transcricao,
promovendo ou reprimindo a expressao génica pelo aumento ou diminui¢cdo da taxa
de produgao de mRNA via polimerizagao da RNA polimerase (Hentze e Kuhn, 1996;
Davidson et al., 2002; Wray et al., 2003).

A importancia dos elementos cis-acting € bem conhecida na regulagado da
expressdo dos genes. Varios trabalhos identificaram e analisaram elementos cis-
acting envolvidos em uma série de processos metabdlicos fisiolégicos, como motivos
especificos respondendo a horménios, agucares, condigdes ambientais e outros
fatores (Trindade, 2003). Sdo conhecidos varios motivos responsivos a horménios
como Auxin Responsive Elements — AuxRE (Ballas et al., 1993), acido abscisico —
ABRE (Mundy et al., 1990), etileno — ERE (Shinshi et al., 1995), giberelinas — GARE
(Cercos et al., 1999) e acido jasménico — JERE (Menke et al., 1999). O elemento
SURE ¢é uma sequéncia especifica responsiva a sacarose (Grierson et al., 1994).
Entre os elementos cis-acting responsivos a sinais ambientais, varios elementos cis-
acting reativos a luz — LRE, (Lois et al., 1989), baixa temperatura — LTRE (Dunn et
al., 1998) e patégenos — ELRE (Lois et al., 1989) também foram caracterizados. Os
elementos ABRE e DRE/CRT sao os dois principais elementos cis-acting com a

expressao génica induzida por estresse abiodtico (Shinozaki e Yamaguchi-Shinozaki
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et al.,, 2000; Shinozaki et al., 2003; Yamaguchi-Shinozaki e Shinozaki, 2006).
Analises das regides promotoras do gene RESPONSIVE TO
DEHYDRATION29A/COLD-REGULATED78/LOW-TEMPERATURE-INDUCED78
(RD29A/COR78/LTI78) induzido por seca, alta salinidade e frio, mostraram a
presenca destes dois elementos cis-acting, ABRE (dependente de ABA) e DRE/CRT
(independente de ABA), os quais sao elementos cis-acting que se expressam em
resposta a estresse osmotico e frio, respectivamente (Yamaguchi-Shinozaki e
Shinozaki, 1994). DRE também ¢é encontrado em regides promotoras de varios
genes induzidos por seca e frio (Shinozaki e Yamaguchi-Shinozaki et al. 2000;
Shinozaki et al. 2003). Além dos elementos cis-acting citados, outro trabalho de
Yamaguchi-Shinozaki e Shinozaki, (2005), relaciona muitos outros envolvidos na
expressao génica responsiva a estresse osmaético e por frio.

Baseado no posicionamento na regidao promotora do elemento mais comum
CACTFTPPCA1 (Figura 2.4), é observada uma maior abundancia deste elemento na
regido promotora dos genes OsNramp7 (17), OsNramp2 e OsNramp3 (16) e
OsNramp5 (15). No loco OsNramp7, o elemento CACTFTPPCA1 estda mais
distribuido entre as regides proximal (-1pb a -400pb), intermediaria (-400 pb a -600
pb) e distal (-600 pb a -1000 pb), enquanto ficaram mais localizados na porg¢ao
proximal e distal da regido promotora dos genes OsNramp2, OsNramp3 e
OsNramp5. Nos demais genes OsNramp, o elemento CACTFTPPCA1 apresentou
um maior numero de copias na parte distal da regido promotora, exceto em
OsNramp6, onde os motivos ficaram localizados na regido intermediaria. Também
foram estudados os posicionamentos dos elementos cis-acting DOFCOREZM e
CAATBOX1 na regidao promotora dos genes OsNramp (Figura 2.5 e 2.6). As

distribuicbes dos motivos dentro da regido promotora dos locos OsNramp foram
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muito variaveis entre os locos, sendo observadas concentragdes dos motivos em
regides especificas da regido upstream analisada para alguns locos.

Isto pode representar diferencas, como uma maior eficiéncia e especificidade
na expressao de cada gene modulada por diferentes sinais externos recebidos pela
espécie, em respostas a diferentes fatores de transcricdo (proteinas) ativados por
sinais de estresse abidtico e/ou bidtico (Oliveira et al., 2008; Bervald et al., 2008).
Além disso, apesar de os elementos mais comuns estarem presentes e
conservados, estes ndo seguem um padrao de distribuicdo entre os locos
estudados, alterando suas posi¢cdes dentro da regido upstream, fato que pode ser
justificado pela presenca de sequéncias repetitivas, alterando a posigao do elemento
cis-acting. E importante também ressaltar que os elementos mais comuns ndo s&o
descritos como sendo envolvidos na expressao de genes envolvidos no metabolismo
de ferro, no entanto, isso pode ser justificado pela falta de trabalhos realizados com
este enfoque.

Na Figura 2.7 é apresentado o alinhamento das ocorréncias do elemento cis-
acting CACTFTPPCA1 nas regides promotoras dos genes da familia OsNramp.
Pode ser observado que as bases ACT sdo conservadas em todos os elementos cis-
acting alinhados em um mesmo loco e também nos diferentes locos, exceto no loco
OsNramp3, em que a base adenina ndo ocorre em 100% dos casos, mas ainda é
mais conservada. Na posi¢cao da citosina ou timina, a maior ocorréncia foi de timina
nos locos OsNrampl, OsNramp2, OsNramp3, OsNramp4, OsNramp5, enquanto que
nos locos OsNramp6, OsNramp7 e OsNramp8, as citosinas foram mais
conservadas. Estas diferencas podem ser devido a pequenas mutagdes ocorridas

nos diferentes locos do elemento cis-acting.
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Com base na analise filogenética da regiao promotora dos genes OsNramp
através do método UPGMA conforme Figura 2.8, constata-se a formagao de dois
grupos, um formado por OsNramp3, OsNramp2 e OsNramp4 e o segundo por
OsNramp6, OsNrampl, OsNramp5, OsNramp7 e OsNramp8. Quando a analise é
feita com base nos genes (Figura 2.9), também sao formados dois grupos, porém
com quatro genes cada, o primeiro grupo compostos pelos locos OsNramps3,
OsNramp4 que sao mantidos neste grupo em comparagdo com O agrupamento
baseado na regido promotora dos genes, acrescidos dos locos OsNrampl e
OsNramp5. Os locos OsNramp7, OsNramp8 mantém-se no segundo grupo,
juntamente com os locos OsNramp2 e OsNramp6. Considerando os dois
dendogramas, 0s genes mais conservados quanto as suas seqUéncias na sua
regiao estrutural e promotora sdo OsNramp3 e OsNramp4 para um grupo e
OsNramp6 e OsNramp8 para o outro grupo. Os locos presentes no mesmo
cromossomo, OsNramp6 e OsNramp8 (cromossomo 3) e OsNrampl e OsNramp5
(cromossomo 7) tem comportamentos distintos. Enquanto OsNramp2 e OsNramp8
nao permanecem nO mesmo agrupamento quando comparadas as regides
codificantes e promotoras, sugerindo que a sua origem nao seja uma duplicagéao
recente ou estejam sob uma baixa pressdao de selegdo. Entretanto, os locos
OsNrampl e OsNramp5 estdo localizados no mesmo cromossomo (1) e
permanecem juntos no agrupamento tanto na comparagdo da regiao promotora
como na comparagao de regides codificantes. Isto sugere que esta seja a duplicagéo
mais recente dos genes OsNramp no genoma.

As diferengcas na regido promotora desta familia génica podem ser
comprovadas pelo fato de que os genes OsNramp sao amplamente distribuidos em

diferentes partes na planta, estando envolvidos principalmente no transporte de
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cations divalentes (Curie e Briat, 2003). As proteinas NRAMP parecem nao estar
envolvidas na absorcédo de ferro do solo, mas provavelmente sao ativas em nivel
sub-celular. Existem alguns trabalhos relacionados a genes envolvidos no transporte
intracelular de ferro. A proteina AINRAMP de Arabidopsis por exemplo, é expressa
no tecido vascular de raizes, caules e folhas em condi¢cdes de deficiéncia de ferro
(Thomine, 2000, 2004). Esta proteina é um transportador de Fe?* localizado no
tonoplasto, estando possivelmente envolvido na remobilizacdo do ferro que se
encontra no vacuolo (Thomine et al., 2003). Lanquar et al. (2005) mostraram que
AINRAMP3 e também AtNRAMP4 realizam a mobilizagdo do estoque de ferro do
vacuolo, o que, sob baixa concentracdo de ferro, passa a ser essencial para a
germinagao das sementes. A germinagdo de sementes em um mutante duplo
nramp3 nramp4 é atrasada sob baixa nutricido com ferro, e completamente normal
com o suprimento de ferro. Belouchi et al. (1997) e Narayanan et al. (2007), em
experimentos de expressao verificaram principalmente diferengcas de localizacao,
estadios de crescimento e o0 nivel da expressdo génica dos genes OsNramp em
plantas de arroz. As diferengcas na expressdo dos diferentes genes desta familia
podem ser explicadas pela presenga de elementos cis-acting especificos, ou
também pela quantidade dos mesmos na regidao promotora.

Os resultados indicam que existem diferencas entre o numero e conteudo de
elementos cis-acting nos diferentes locos de uma familia génica OsNramp. No
entanto, sdo necessarios maiores estudos para verificar se estas diferencas estao
associadas a padrbes diferenciais na expressao dos genes OsNramp e/ou até
mesmo para a identificagdo de elementos cis-acting responsivos ao ferro.

Os mecanismos de tolerancia a toxidez por ferro sdao extremamente

complexos, sendo que a compreensdao dos mesmos, tanto em nivel fisiolégico
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quanto molecular contribuira, sobremaneira, com os programas de melhoramento de
cultivares visando a obtencao de gendtipos tolerantes. Conhecendo estes elementos
cis-acting podem ser desenvolvidos trabalhos para aumentar ou diminuir a
quantidade destes trechos nas regides promotoras destes genes, aumentando ou

diminuindo desta forma a expressao dos mesmos.

CONCLUSOES

Um total de 170 diferentes elementos cis-acting ocorrem na regido promotora
dos genes membros da familia OsNramp de Oryza sativa subsp. japonica.

Um total de 14 elementos sdo comuns a regiao promotora dos oito membros
da familia génica OsNramp de Oryza sativa subsp. japonica.

O elemento CACTFTPPCA1 é o motivo mais frequente na regidao promotora

dos genes membros da familia OsNramp de Oryza sativa subsp. japonica.
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Tabela 2.1. Cromossomos de Oryza sativa subsp. japonica e os genes OsNramp

envolvidos na homeostasia de ferro em plantas.

Cromosssomo Gene Localizagéo (pb) Tamanho (pb) N°exons

1 OsNramp6  ¢17461080-17450132 10948 10
2 OsNramp4 €1662644-1658576 4068 13
3 OsNramp2 c5626641-5622651 3990 4
3 OsNramp8  ¢22627467-22623629 3838

6 OsNramp3  ¢27681501-27675896 5605 14
7 OsNramp5 €8911062-8903800 7262 13
7 OsNrampl 8998211-9002982 4771 13
12 OsNramp7  ¢24157351-24153493 3858 4
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Figura 2.1. Numero de elementos cis-acting encontrados nos genes OsNramp no

genoma de Oryza sativa subsp japonica cv. Nipponbare.
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Tabela 2.2. Genes OsNramp do genoma de Oryza sativa subsp japonica cv. Nipponbare, com os respectivos cromossomos,

quantidade de elementos cis-acting em cada loco, numero de diferentes elementos cis-acting por loco, elementos

cis-acting mais comuns encontrados em cada loco, com o respectivo numero de ocorréncias no loco.

Loco

Cromossomo

Quantidade de
elemento cis-acting

Diferentes elementos cis-
acting por loco

Ndmero médio de cada
elementos cis-acting no loco

Elementos cis-acting mais comuns encontrados por loco
(nimero de ocorréncias no loco)

OsNrampl

OsNramp2

OsNramp3

OsNramp4

OsNramp5

OsNramp6

OsNramp7

OsNramp8

12

275

220

209

206

224

220

251

200

96

65

78

68

71

65

82

64

2,86

3,38

2,68

3,03

3,15

3,38

3,06

3,13

EBOXBNNAPA (14), MYCCONSENSUSAT (14), CACTFTPPCAL (10),
GTGANTG10 (9), WRKY710S (9), ACGTATERDL (8), CAATBOXL (7),
DOFCOREZM (7), SORLIP2AT (6), GATABOX (5), GTLCONSENSUS (5)

ROOTMOTIFTAPOX1 (27), CACTFTPPCAL (16), POLLENLLELATS2 (15),
CAATBOX1 (12), TATABOX5 (11), CARGCWSGAT (8), DOFCOREZM (8),
POLASIG2 (8), GTLCONSENSUS (7), BOXIINTPATPB (6)

CACTFTPPCAL (16), DOFCOREZM (12), GTGANTG10 (10), ARRIAT (8),
CAREOSREP1 (8), CARGCWSGAT (8), ROOTMOTIFTAPOX1 (8), WRKY710S
(7), GATABOX (7), WBOXATNPR1 (5), WBOXHVISOL1 (5), WBOXNTERF3 (5)

ARRIAT (15), CAATBOX1 (14), GTGANTG10 (12), MYCCONSENSUSAT (12),
CURECORECR (10), CACTFTPPCAL (9), CGACGOSAMY3 (9), DOFCOREZM
(6), CBFHV (5), POLLENILELAT52 (5), ROOTMOTIFTAPOX1 (5),
WRKY710S (5)

CACTFTPPCAL (15), DOFCOREZM (15), CURECORECR (12), ARRIAT (10),
CAATBOX1 (10), EBOXBNNAPA (8), MYCCONSENSUSAT (8), WRKY710S
(8), POLLENILELAT52 (7), ROOTMOTIFTAPOX1 (7), GTICONSENSUS (6),
NODCON2GM (5), 0SE2ROOTNODULE (5)

POLLENI1LELAT52 (15), CACTFTPPCAL (16), CAATBOX1 (12), TATABOX5
(11), CARGCWS8GAT (8), DOFCOREZM (8), POLASIG2 (8), GTICONSENSUS
(7), SEFAMOTIFGMTS (7), BOXIINTPATPB (6), ROOTMOTIFTAPOX1 (5)

CACTFTPPCAL (17), DOFCOREZM (17), GTICONSENSUS (11), GTGANTG10
(11), CAATBOX1 (10), SURECOREATSULTR11 (10), ARRIAT (9), WRKY710S
(9, CURECORECR (8), EBOXBNNAPA (6), GATABOX (6),
MYCCONSENSUSAT (6), WBOXNTERF3 (6), CCAATBOX1 (5), MYBCORE
(5), NODCON2GM (5), OSE2ROOTNODULE (5), POLLENLLELAT52 (5)
CGCGBOXAT (20), ARRIAT (12), GTICONSENSUS (8), GTGANTGI0 (8),
ROOTMOTIFTAPOX1 (8), CGACGOSAMY3 (7), SURECOREATSULTRLL (7),
CACTFTPPCAL (6), EBOXBNNAPA (6), MYCCONSENSUSAT (6), SORLIP1AT
(6)
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Figura 2.2. Ocorréncia total dos elementos cis-acting em comum por gene da

familia OsNramp em Oryza sativa subsp japonica cv. Nipponbare.
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Tabela 2.3. Relagdo dos elementos cis-acting comuns encontrados na regido promotora dos genes da familia OsNramp em

Oryza sativa subsp japonica cv. Nipponbare.

Elementos cis-acting

Numero total de cada elemento
cis-acting considerando todos os

Porcentagem de
cada elemento

Sequéncia de
elementos cis-

Mecanismos em que 0s
elementos cis-acting estdo

Referéncias

locos cis-acting (%) acting envolvidos
ACGTATERD1 28 3,51 ACGT ACGT; etiolation; erd Simpson SD et al. (2003). Plant J. 33: 259-270. PubMed: 12535340
ARR1AT 71 8,91 NGATT ARRT1; Response regulator Sakai H, Aoyama T, Oka A. (2000). Plant J. 24: 703-711 (2000). PubMed: 11135105 and PubMed:
1828171
CAATBOX1 77 9,66 CAAT CAAT; legA; seed Shirsat A. et al. (1989). Mol Gen Genet 215:326-331 (1989) PubMed: 2710102;
CACTFTPPCA1 100 12,55 YACT mesohpyll; CACT Gowik U. et al. (2004). Plant Cell, 16: 1077-1090. PubMed: 15100398.
CCAATBOX1 18 2,26 CCAAT HSE (Heat shock element); Rieping M., Schoffl F(1992). Mol Gen Genet. 231: 226-232. PubMed: 1736093, Haralampidis K (2002)
CCAAT box Plant Physiol. 129: 1138-1149 (2002). PubMed: 12114568 and Wenkel S et al. (2006) Plant Cell. 18:2971-
DOFCOREZM 78 9,79 AAAG Dof; C4APEPC; CyPPDK; Yanagisawa S, Schmidt RJ (1999) Plant J 17:209-214. PubMed: 10074718 and Yanagisawa S (2000) Plant
PEPC; C4; leaf; shoot J 21:281-288. PubMed: 10758479
EBOXBNNAPA/ 64 8,03 CANNTG EBOXBNNAPA (napA; storage ~ EBOXBNNAPA (Stalberg K et al. (1996) Planta 199:515-519. PubMed: 8818291 and Hartmann U et al.
MYCCONSENSUSAT protein; ABRE; E-box; seed) (2005) Plant Mol Biol. 57: 155-171. PubMed: 15821875). MYCCONSENSUSAT (Abe H. et al. Plant Cell 15:
MYCCONSENSUSAT (MYC; 63-78 (2003) PubMed: 12509522; Chinnusamy V. et al. Genes Dev. 17: 1043-1054 (2003) PubMed:
rd22BP1; ABA; leaf; seed; stress; 12672693; Chinnusamy V, Schumaker K, Zhu JK. J Exp Bot. 55: 225-236 (2004). PubMed: 14673035; Oh
CBF3; cold; CBF/DREB1; ICE1;  SJ. et al. Plant Physiology 138: 341)
RRE)
GATABOX 43 5,39 GATA ASF-2; GATA box; Cab; Lam E, Chua NH. Plant Cell 1:1147-1156 (1989). PubMed: 2535536; Gilmartin PM. et al. Plant Cell 2:369-
chlorophyll a/b binding protein 378. (1990) PubMed: 2152164; Benfey PN, Chua NH. Plant Cell 2:369-378 (1990) PubMed: 2152164;
Gidoni D. et al. Mol Gen Genet 215: 337-344 (1989). PubMed:
GT1CONSENSUS 54 6,77 GRWAAW  GT-1; light; TATA; TFIIA; TBP; Terzaghi WB et al. Annu Rev Plant Physiol Plant Mol Biol 46:445-474(1995); Villain P, Mache R, Zhou DX.
HR; SAR; TMV; leaf; shoot J Biol Chem 271:32593-32598 (1996) PubMed: 8955086; Le Gourrierec J, Li YF, Zhou DX. Plant J 18:663-
668 (1999)PubMed: 10417717; Buchel AS et al. Plant
GT1GMSCAM4 16 2,01 GAAAAA GT-1 box Park HC et al. Plant Physiol. 135: 2150-2161 (2004). PubMed: 15310827
IBOXCORE 17 2,13 GATAA I box; I-box; rbcS; light regulation  Terzaghi WB, Cashmore AR. Annu Rev Plant Physiol Plant Mol Biol 46:445-474 (1995)
POLLEN1LELAT52 50 6,27 AGAAA pollen; lat52; endo-beta- Bate N, Twell D. Plant Mol Biol. 37:859-869 (1998) PubMed: 9678581; Filichkin AS. et al. Plant Physiol.
mannnanase; MAN 134 1080-1087 (2004) PubMed: 14976239
ROOTMOTIFTAPO11 64 8,03 ATATT root; rolD Elmayan T, Tepfer M. Transgenic Res 4:388-396 (1995) PubMed: 7581519
WRKY710S 53 6,65 TGAC WRKY; GA; MYB; W box; TGAC; Zhang ZL. et al. Plant Physiol. 134:1500-1513(2004) PubMed: 15047897; Xie Z. et al. Plant Physiol.

PR proteins

137:176-189 (2005) PubMed: 15618416; Eulgem T. et al., EMBO J. 18:4689-4699 (1999) PubMed:
10469648; Eulgem T. et al. Trends Plant Sci. 5:199-206. (2000) PubMed: 10785665
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Figura 2.5. Posicionamento do elemento cis-acting DOFCOREZM mais comum

esquerda para direita).

encontrado nas regides promotoras dos genes da familia OsNramp em

Oryza sativa subsp japonica cv. Nipponbare (posicionamento da
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3. Andlise de gendbmica comparativa de ESTs de aveia com espécies gramineas

e Arabidopsis.

Genetics and Molecular Biology (ISSN 1415-4757)

RESUMO

A gendbmica comparativa possibilita a comparagdo da organizacdo de genomas
relacionados, buscando inferir os processos basicos da evolugdo dos genomas,
transferir a informacéo de espécies modelo para aquelas relacionadas, e integrar a
informacg&o da localizagdo do gene e a expressdo das espeécies. Neste sentido, o
objetivo do trabalho foi comparar as sequéncias de ESTs de aveia com as espécies
Arabidopsis, cevada, arroz, cana-de-agucar, sorgo, trigo e milho, buscando inferir
relagdes evolutivas dessas espécies com a aveia. As comparagdes foram feitas
utilizando as ferramentas de BLASTn e tBLASTx. O banco de ESTs de aveia
UNIGENE-NCBI consiste de muitas sequéncias pouco similares a outras espécies
comparados a nucleotideos (46,72%) e aminoacidos (74,97%). Uma minoria de
4,56% das sequéncias presentes no banco de ESTs de aveia UNIGENE-NCBI

apresenta alta similaridade com sequéncias de espécies de mono e dicotileddneas.
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INTRODUCAO

A familia das Poaceas (gramineas) é composta por mais de 10.000 espécies
(Kellog, 2000), incluindo as espécies de maior importancia econbémica e principais
culturas de graos, como o arroz (Oryza sativa L.), milho (Zea mays L.), trigo (Triticum
aestivum L.), sorgo (Sorghum vulgare L.), cevada (Hordeum vulgare L.), centeio
(Secale cereale L.), aveia (Avena sativa L.) e outras espécies, como a cana-de-
agucar (Saccharum oficcinarum L.). Estas espécies apresentam uma grande
diversidade no numero basico de cromossomos (arroz, 12; milho, 10; sorgo, 10;
cevada, trigo e aveia com 7, e cana-de-agucar com 8), nivel de ploidia e o tamanho
do genoma (arroz, 398 Mb; milho, 2700 Mb; sorgo, 770 Mb; cevada, 5000 Mb; trigo,
16000 Mb; aveia, 11300 Mb) (Devos e Gale, 1998; Keller e Feulliet, 2000).

As gramineas divergiram de um ancestral comum a aproximadamente 50
milhdes de anos atras (Kellogg, 2001), e apresentam grande variagdo no tamanho
de genoma, nivel de ploidia e numero de cromossomos, mesmo assim estudos
comparativos indicam que existe um alto nivel de conservagao na ordem e conteudo
dos genes em nivel macromolecular (Gale e Devos 1998), e que a maior parte da
variagdo no tamanho do genoma € causada pela poliploidia e amplificacdo de
elementos transponiveis (SanMiguel et al., 1998).

Estudos comparativos das espécies sempre apresentaram grande
importancia cientifica para tentar elucidar aspectos evolutivos. Similaridades e
diferengcas entre genomas de espécies distintas podem ser estudadas pela
genbmica comparativa, um area da genética que permite a compreensao da fungao
de tais genomas e os processos evolucionarios atuantes (Jardim, 2007). A genémica
comparativa tem se mostrado uma ferramenta poderosa para decifrar genes e na

evolugdo dos genomas, além de melhorar a anotagdo do genoma (Lu et al., 2009).



88
As analises de gendmica comparativa demonstraram que a ordem dos genes entre
espécies de plantas relacionadas permanecem largamente conservadas ao longo
dos milhées de anos de evolugao (Devos e Gale, 2000), por isso, as gramineas tém
servido como uma familia modelo para a genética e genbmica comparativa de
plantas desde a década passada (Bennetzen e Freeling, 1993).

O nivel de conservagao dos genes é um importante critério para determinar a
extensdo com que o conhecimento comparativo possa ser aplicado entre as
espécies (Devos, 2005). A disponibilidade da informagdo da sequéncia de um
fragmento de DNA genbmico oferece uma oportunidade unica para este tipo de
analise (Schmidt, 2002). Desta forma, os principais objetivos da pesquisa em
genbmica comparativa sdo a comparar a organizagao de genomas relacionados e
inferir os processos basicos da evolugdo dos genomas, transferir a informacao de
espécies modelo para aquelas relacionadas, e integrar a informagéo da localizagéo
do gene e a expressao das espécies. A gendbmica comparativa tem fornecido a base
e o estimulo para integrar o conhecimento para aplicagdo em todas as culturas de
cereais (Devos e Gale, 2000).

Lu et al. (2009), relacionam varios aspectos que podem ser beneficiados
pelas comparagdes multiplas entre as espécies, desde revelar novos fatos na
evolugdo do genoma (Bennetzen, 2007), duplicagao do genoma (llick et al., 2003), e
na origem do gene, além de também possibilitar a identificagdo prévia dos
componentes do genoma desconhecidos ou poucos caracterizados, tais como novos
elementos transponiveis (Lai et al., 2005) e novos elementos funcionais (Stark et al.,
2007). Estudos comparativos podem fornecer informagdes chave da estrutura
genbmica e dos mecanismos responsaveis pelas diferengas no tamanho e na

evolugao do genoma das gramineas (Feuillet e Keller, 2002).
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Um bom conhecimento da organizacdo do genoma € necessario para definir
as melhores estratégias e ferramentas para isolar genes de importancia agronémica
dos amplos e complexos genomas dos cereais. O uso de sequéncias de DNA tem
sido a base da genémica comparativa para estudos evolucionarios e a transferéncia
de informagdes de espécies modelo para espécies agricolas tem revolucionado a
genética molecular e estratégias de melhoramento das culturas.

Entre as gramineas, o arroz apresenta um genoma pequeno, mapas
genéticos e fisicos, e seu sequenciamento completo (IRGSP, 2005), e devido a
estes fatos tem sido considerado um modelo para o melhoramento genético de
gramineas (lzawa e Shimamoto, 1996; Gale e Devos, 1998; Malone, 2005). A
maioria das aplicagbes comparativas utiliza as seqiéncias genémicas 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
conservagao na ordem e conteudo dos genes dentro dos cereais indica que a
pesquisa com arroz pode proporcionar beneficios aos programas de pesquisa de
outras gramineas (Bennetzen e Ma, 2003). A espécie pode prover valiosas
informacgdes para investigagcdo de caracteristicas semelhantes no genoma de outras
gramineas (Bennetzen, 2002).

Os programas de melhoramento das culturas podem usar a genética
comparativa para transferir informagéo 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., 2008).
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De acordo com Varshney et al. (2005), a sintenia e colinearidade entre
diferentes genomas de gramineas, provem novas oportunidades para uma eficiente
transferéncia de informagdes genéticas das espécies modelos para grupos de
plantas melhoradas e para grupos das espécies denominadas “6rfas”, ou seja, com
poucos investimentos em pesquisa gendmica, resultando em menores custos
financeiros para o melhoramento genético das espécies.

Os avangos na gendmica de espécies agricolas tém resultado em um
entendimento unificado da biologia das plantas, assim como tem gerado um grupo
poderoso de ferramentas e métodos moleculares e de bioinformatica. Estes avancgos
proporcionam uma oportunidade para a transferéncia de informagdo de espécies
modelo e culturas principais para as culturas érfas (Naylor et al., 2004).

Entre os cereais de maior importancia agronémica, a aveia € considerada
uma cultura 6rfa devido ao menor rendimento econdmico gerado. A aveia é cultivada
com a finalidade de produg¢ao de graos, forragem verde, feno, silagem, adubacéao
verde no sistema de semeadura direta e na rotagdo de culturas (Carvalho et al.,
1987). Os graos de aveia sdo destinados basicamente ao arragoamento animal e em
torno de 20% da produgdo mundial é processada para elaboracdo de alimentos
humanos. No entanto, este paradigma estd mudando, e o interesse pela aveia vem
aumentando rapidamente por causa de suas caracteristicas unicas. O grao de aveia
tem excelente valor nutricional, elevada qualidade protéica e porcentagem de lipidios
com predominancia de acidos graxos insaturados, aliado ao adequado conteudo de
carboidratos, que apresenta alta proporcdo de polissacarideos ndo amilaceos,
principais constituintes das fibras alimentares, das quais se destacam as chamadas
B-glucanas, de grande responsabilidade pelas propriedades hipocolesterolémicas da

aveia (De Sa et al., 2000).
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Este trabalho provera uma visdo geral das relagbes evolutivas existentes

entre a aveia e outras espécies gramineas. Neste sentido, o objetivo do trabalho foi
comparar as sequéncias de aveia com as espécies Arabidopsis, cevada, arroz,
cana-de-agucar, sorgo, trigo e milho, buscando observar as relagbes evolutivas

dessas espécies com a aveia.

MATERIAL E METODOS
Obtencao das sequéncias das espécies

Sequéncias de oito espécies de plantas disponiveis atualmente, no b banco
de dados Unigene no National Center for Biotechnology Information - NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) foram baixadas (tabela1).

Comparacéo das sequéncias

Para a eliminagdo da redundancia, as sequéncias de nucleotideos (667),
ESTs (25.357) e GSS (2.671) de aveia foram reunidas em arquivo de formato fasta,
e submetidas ao programa CAP3, gerando 11.678 sequéncias ndo redundantes de
aveia. Também foi construido um “script” de algoritmo e banco de dados local para a
comparagdo e armazenamento dos resultados das analises realizadas,
respectivamente.

As sequéncias de aveia foram comparadas com sequéncias de Arabidopsis e
outras seis espécies oriundas do Banco Unigene, utilizando as ferramentas de
BLASTn e tBLASTx. Para o arroz também foi feita a comparagdo com o genoma
completo da espécie através de BLASTn, com o objetivo de conhecer alinhamentos
em regides intergénicas do genoma do arroz. Sequéncias com e-value maior do que

1e"® e tamanhos maiores que 150 bases foram consideradas como similares.
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Para aquelas sequéncias conservadas entre a aveia e as demais espécies
analisadas foi realizada uma classificagéo funcional dos genes de acordo com os
bancos Gene Ontology (GO) e o InterPRO. O GO serve para a descrigao do produto
génico e o InterPRO é um banco de dados de familias de proteinas e caracteristicas
relacionadas, sendo que estes dois bancos sao geralmente utilizados na

classificagao génica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, um total de 11.678 ESTs de Avena sativa foram analisados
comparativamente com sequéncias de Arabidopsis, Hordeum vulgare, Oryza sativa,
Saccharum officinarum, Sorghum bicolor, Triticum aestivum e Zea mays. Somente
4,56% e 4,57% destes ESTs apresentaram sequéncias similares para nucleotideos
e aminoacidos, respectivamente (Figura 3.1), para todas as espécies analisadas. Do
total de ESTs de Avena sativa, 46,72% n&o apresentaram sequéncias similares a
nucleotideos em nenhuma espécie. Embora a probabilidade de encontrar
sequéncias similares para aminoacidos seja maior, devido ao cédon do aminoacido
ser degenerado, o valor de ESTs sem similaridade aumentou para 74,97 %.

A porcentagem de seqUéncias encontradas similares a nucleotideos,
aminoacidos, e ambos na comparagao realizada entre Avena sativa e as demais
espécies é apresentada na Figura 3.2. As espécies Triticum aestivum, Hordeum
vulgare e Zea mays apresentaram os maiores numeros de sequéncias similares com
Avena sativa para nucleotideos e aminoacidos, seguidos por Saccharum officinarum,
Sorghum bicolor e Oryza sativa, respectivamente.

A espécie Arabidopsis thaliana apresentou menor numero de sequéncias

similares para nucleotideos, porém, quando aminoacidos foram comparados, a
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conservagao de sequéncias com similaridade foi maior, inclusive maior do que nas
espécies Saccharum officinarum, Sorghum bicolor e Oryza sativa. Muitas fungdes
génicas em diversos eucariotos, incluindo as angiospermas, sao dirigidas por genes
que exibem muito mais similaridade em nivel de aminoacidos e mesmo em nivel de
nucleotideos (Rubin et al., 2000). Além disso, Arabidopsis thaliana, por ser uma
espécie dicotileddnea, pertencente a familia Brassicaceae ou Cruciferae (Meyerowitz
e Somerville, 1994; Meinke et al., 1998), estd mais distante evolutivamente das
gramineas. Monocotiledoneas e dicotiledoneas divergiram ha aproximadamente 200
milhdes de anos (Wolfe et al., 1989). No entanto, apesar desta distancia evolutiva,
em uma analise reciproca, 90% das proteinas de Arabidopsis thaliana tém um
homologo putativo no genoma de Oryza sativa (IRGSP, 2005). As fungdes protéicas
sao mantidas mesmo com as mutacbes silenciosas nos codons, devido a
capacidade dos cédons degenerados produzirem os mesmo aminoacidos (Nelson e
Cox, 2004).

Comparacdes de sequéncias de DNA em nivel de nucleotideos sdo muito
mais sensiveis a mudangas, mesmo regides de espécies distantemente
relacionadas podem ser confiavelmente analisadas (Schmidt, 2002). Os genes
tendem a ser altamente conservados em nivel de sequéncia de DNA (Devos e Gale,
2000). Segundo Chen et al. (1997), as sequéncias evolutivamente conservadas nos
segmentos de cromossomos correspondem a genes, com sequéncias de introns
evoluindo muito mais rapidamente do que os exons. As regides codificantes séo
geralmente bem conservadas entre genes homdlogos de gramineas, mas a
distancia entre os genes parece estar correlacionada com o tamanho dos genomas
(Bennetzen, 2000), que esta consequentemente relacionado também com o nivel de

ploidia das espécies. Com base em analises comparativas, as sequéncias de genes
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e DNAs repetitivos evoluem a diferentes taxas, sendo os genes mais altamente
conservados (Chen et al., 1998; SanMiguel et al., 1998). As seqléncias derivadas
de diferentes espécies quando analisadas tendem a apresentar similaridades
menores quando o tamanho do genoma aumenta (Bennetzen, 2002), e a perda da
colinearidade aumenta quanto maior a distdncia das espécies (Laurie e Devos,
2002).

Todas as espécies analisadas pertencem a familia Poaceae, exceto
Arabidopsis thaliana. Acredita-se que ha aproximadamente 50 milhées de anos, a
familia das gramineas divergiu em dois clados conhecidos como BEP-
Bambusoideae, Ehrhartoideae e Pooidae (incluem arroz, trigo, cevada e aveia) e
PACC (milho, sorgo, cana de agucar e milheto) (Doebley et al., 1990; Kellogg, 2001;
Gaut, 2002; Paterson et al., 2004).

As espécies Triticum aestivum, Hordeum vulgare e a Avena sativa pertencem
a sub-familia Pooideae (Kellog et al., 2001; Gaut, 2002) e estima-se que as duas
primeiras espécies tenham divergido da aveia a cerca de 25 milhdes de anos (Gaut,
2002), fatos que confirmam o maior numero de sequéncias similares encontradas
entre aveia e as duas espécies.

A grande quantidade de seqUéncias similares encontradas para a espécie
Zea mays pode ser explicada pelo numero de sequéncias depositadas no banco
UniGene (82.630), duas vezes maior que o banco de Triticum aestivum (40.439), e
em torno de trés vezes maior do que o de Hordeum vulgare (23.595) (Figura 3.3).
Esta similaridade ndo seria esperada, uma vez que a espécie Zea mays € da sub-
familia Panicoideae, e evolutivamente mais distante de Avena sativa, ja que

divergiram a aproximadamente 50 milhdes de anos (Kellog et al., 2001; Gaut, 2002).
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O menor numero de sequéncias similares encontradas entre Avena sativa e
as espécies Saccharum officinarum e Sorghum bicolor ocorreu conforme o
esperado, uma vez que estas espécies fazem parte da mesma sub-familia do milho
(Gaut, 2002), e o numero de sequéncias depositadas no banco UniGene destas
duas espécies, € em torno de seis vezes menor que a quantidade de sequéncias
depositadas no banco do milho.

Oryza sativa pertence a sub-familia Ehrhartoidae, que divergiu a 46 milhdes
de anos (Gaut, 2002), da sub-familia Pooideae (aveia, cevada e trigo) (Kellog, 2001;
Gaut, 2002), e a aproximadamente 50 milhées de anos da sub-familia Panicoideae
(Gaut, 2002). As espécies Oryza sativa, Saccharum officinarum e Sorghum bicolor
apresentaram valores aproximados de sequéncias similares a aveia, o que é
consistente com as distancias evolutivas propostas acima (Figura 3.3 e Tabela 3.1).
Neste caso, a maior representacéo do banco de arroz, que chega a 2,3 a 3 vezes o
tamanho dos outros dois bancos, nao foi suficiente para causar um aumento relativo
das sequéncias similares do arroz. Isto sugere que o arroz esteja mais distante da
sub-familia Pooideae do que os membros da Panicoideae, como detectado para o
milho. Esta inferéncia podera ser confirmada quando um maior numero de
sequéncias estiver disponivel para o sorgo e a cana-de-agucar.

Na Figura 3.4 é apresentado o numero de sequéncias encontradas em aveia
similares ao arroz, considerando também alinhamentos relativos a regido
intergénica. Apresentaram similaridade acima do valor estabelecido como ponto de
corte 3.112, 86 e 347 sequéncias quando comparados nucleotideos, aminoacidos e
regides intergénicas do arroz, respectivamente.

A similaridade dos ESTs com sequéncias de regides intergénicas, pode

provavelmente ser oriunda do ganho ou perda de fungdo na aveia, apds a
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divergéncia que ocorreu a aproximadamente 46 milhdes de anos (Kellog, 2001;
Gaut, 2002). Estas sequéncias também podem ser retrotransposons, os quais sao
ubiquos em plantas e desempenham um papel principal em genes de plantas e na
evolugdo do genoma, e sdo os principais responsaveis pelo tamanho dos genomas
(Kumar e Bennetzen, 1999; Feschotte et al.,, 2002). Estes transposons estao
concentrados em regides intergénicas e arranjados em grandes trechos de
elementos inseridos (San Miguel et al., 1996, 2002). Em arroz, os retrotransposons
estdo também na maioria dos casos inseridos em regides intergénicas (Goff et al.,
2002; Yu et al., 2002).

As sequéncias conservadas entre a aveia e as demais espécies analisadas
foram classificadas em 16 categorias funcionais acordo com os bancos GO e
InterPRO (Figura 3.5). A categoria metabolismo de RNA apresentou 23%, seguido
do metabolismo de proteinas e atividade catalitica com 12%, e metabolismo
energético com 11%. Segundo Laurie e Devos (2002), varios aspectos do
metabolismo celular sdo altamente conservados nos eucariotos, refletindo a sua
origem precoce e importancia para a viabilidade celular, confirmando os resultados
encontrados no estudo.

De forma geral, os resultados encontrados no trabalho s&o confirmados pelos
estudos de genémica comparativa e de evolugao realizados. Apesar da divergéncia
das gramineas de um ancestral comum a aproximadamente 50 milhdes de anos
(Kellogg, 2001), e a presenga de grande variagdo no tamanho de genoma, nivel de
ploidia e numero de cromossomos, estudos comparativos indicam que existe um alto
nivel de conservagdo na ordem e conteudo dos genes em nivel macromolecular

(Gale e Devos 1998), com pequenos rearranjos ocasionais (Lu et al., 2009). A maior
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parte da variagdo no tamanho do genoma das gramineas € causada pela poliploidia
e amplificagao de elementos transponiveis (SanMiguel et al., 1998).

Desta forma, as gramineas podem ser consideradas como um sistema
genético unico (Bennetzen e Freeling, 1993). De acordo com Varshney et al. (2005),
a sintenia (Moore et al., 1995) e colinearidade (Chen et al., 1997; Chen et al., 1998)
entre diferentes genomas de gramineas, podem possibilitar uma eficiente
transferéncia de informagdes genéticas das espécies modelos para grupos de
plantas melhoradas e para grupos das espécies denominadas “6rfas”, como € o
caso da aveia.

As estruturas dos genomas dos cereais e 0s seus respectivos genes séo a
chave para o entendimento das relagdes evolutivas dentro desta familia, auxiliando
na elucidagao da biologia evolutiva dos cereais e ajudando os melhoristas de plantas
nos seus objetivos de desenvolver melhores e mais estaveis linhagens. As
seqUéncias em comum encontradas para as espécies podem ser usadas em
estudos génicos e de organizagdao dos genes nos genomas destas espécies
estudadas. Os avangos na gendmica das gramineas, principalmente em arroz, e
inclusive em Arabidopsis podem beneficiar a cultura da aveia, pois apesar da grande
disparidade no tamanho do genoma dos cereais e Arabidopsis, o tamanho, numero
e distribuicdo dos introns e exons sao similares nos genes sequenciados dos

diferentes cereais e de Arabidopsis (Ware e Stein, 2003).

CONCLUSOES
O banco de ESTs de aveia UNIGENE-NCBI consiste de muitas sequéncias
pouco similares a outras espécies comparados a nucleotideos (46,72%) e

aminoacidos (74,97%).
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Uma minoria de 4,56 % das sequéncias presentes no banco de ESTs de
aveia UNIGENE-NCBI apresenta alta similaridade com sequéncias de espécies de

mono e dicotiledéneas.
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Tabela 3.1. Espécies com o numero de seqiéncias encontradas no Banco Unigene
do NCBI em 06/06/2009.

Espécies Numero de seqliéncias
UniGene

Avena sativa (aveia) 11.679

Arabidopsis thaliana (Arabidopsis) 30.576

Hordeum vulgare (cevada) 23.595

Oryza sativa (arroz) 40.972

Saccharum officinarum (cana-de-agucar) 15.594

Sorghum bicolor (sorgo) 13.899

Triticum aestivum (trigo) 40.349

Zea mays (milho) 82.630
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Figura 3.1. Porcentagem de sequéncias similares nas espécies para nucleotideos
(N) e aminoacidos (A), baseados na comparacao realizada entre aveia
e as demais espécies (7—numero de espécies consideradas no calculo
de porcentagem de sequéncias de aveia similares presentes, e assim

consecutivamente, O—sequéncias de aveia sem similaridade).
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Figura 3.2. Numero de sequéncias encontradas similares a nucleotideos,
aminoacidos, e ambos na comparacao realizada entre aveia e as

demais espécies.
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Figura 3.3. Numero total de sequéncias similares encontradas na comparagao

realizada entre aveia e as demais espécies e sequencias depositadas

no banco UNIGENE.
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Figura 3.4. Numero de sequéncias de aveia similares a Oryza sativa.
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Figura 3.5. Classificagao funcional dos genes conservados entre as oito espécies.
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Discusséao geral

Neste sentido, trés estudos de gendmica comparativa em gramineas foram
realizados, utilizando a bioinformatica como ferramenta. No primeiro trabalho, o
objetivo foi analisar a abundancia de microssatélites no genoma de 13 espécies do
género Oryza, descrevendo as taxas, frequéncias e padrdo de distribuicdo dos
diferentes microssatélites. O numero de microssatélites encontrado no estudo pode
ser tomado como amostra e servir para estimar a distribuicdo completa dos
microssatélites, considerando o tamanho atual dos bancos de dados e o tamanho
estimado dos genomas destas espécies. O género Oryza apresenta um grande
numero de espécies que podem ser utilizadas como fonte de variabilidade genética
de alelos para o melhoramento genético de plantas. O conhecimento dos
microssatélites presentes nas fracbes gendmicas atualmente disponiveis das
espécies de arroz pode facilitar os estudos moleculares e 0 uso da selecao assistida
ao melhoramento de plantas, pois podem fornecer marcadores detectaveis para
genes agronomicamente importantes. Os primers obtidos com base nos
microssatélites devem ser validados em laboratério para uso posterior em trabalhos
de variabilidade e diversidade genética, transferabilidade entre espécies,
mapeamento genético e selegao assistida ao melhoramento nas espécies de arroz e
em outras gramineas. O programa SSRLocator mostrou ser eficiente e eficaz para a
realizacao de estudos in silico, facilitando a obtencdo de marcadores microssatélites,
e consequentemente reduzir os custos no desenvolvimento de microssatélites no
futuro e beneficiar a genética comparativa e mapeamento fisico, estudos de
diversidade genética, mapeamento génico, selecdo assistida por marcadores e
eventualmente a clonagem posicional de genes uteis em cereais e outras espeécies
importantes das gramineas.

No segundo trabalho, a regido upstream dos genes OsNramp foi investigada
quanto a abundancia de elementos cis-acting. O conhecimento dos elementos cis-
acting presentes na regiao promotora dos genes OsNramp possibilitara a escolha de
candidatos para estudos posteriores de regulacdo da expressdo destes genes,
assim como contribuira para a elucidagdo dos mecanismos regulatorios envolvidos
no metabolismo do ferro em arroz, quem sabe futuramente no metabolismo de

outros nutrientes na planta.
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O objetivo do ultimo trabalho foi comparar as seqiéncias de aveia com as
espécies Arabidopsis, cevada, arroz, cana-de-agucar, sorgo, trigo e milho, buscando
observar as relagdes evolutivas dessas espécies com a aveia. Os resultados
confirmaram a proximidade evolutiva da aveia com o trigo e a cevada. Como as
gramineas podem ser consideradas como um sistema genético unico (BENNETZEN
e FREELING, 1993), os avangos nos estudos de espécies modelo e culturas
principais podem proporcionam uma oportunidade para a transferéncia de
informacgéo para as culturas 6rfas (NAYLOR et al., 2004), e a aveia ser beneficiada

pelos resultados cientificos.
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